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RELEVANCIA DE LA VIiA DE HGF/MET EN REGENERACION
HEPATICA DURANTE UN DANO COLESTASICO CRONICO

Introduccion

Las enfermedades hepaticas crénicas, entre las que se incluyen las enfermedades
colestasicas, constituyen un gran problema de salud mundial. Estas son el resultado de
un proceso complejo, iniciado por el estancamiento del flujo biliar, asociado a
inflamacioén, estrés oxidativo y fibrosis, con pérdida de la funcionalidad en etapas
avanzadas.

En respuesta a un dafio, en el higado pone en marcha una respuesta tisular para intentar
restablecer la homeostasis y la funcionalidad. Los hepatocitos juegan un papel clave en
las etapas iniciales de esta respuesta, ya que conservan su capacidad proliferativa y de
regeneracion. Sin embargo, si el dafio es severo y persistente y sobrepasa la capacidad
regenerativa de los hepatocitos, este proceso se ve comprometido. En esta situacion
son claves las células progenitoras hepéaticas, denominadas células ovales en roedores
(CPH/OC), que actuarian como una segunda linea de defensa contra el fallo hepatico,
contribuyendo a la regeneracion hepética.

La via de HGF/Met juega un papel esencial en el proceso de regeneracion hepatica,
tanto en la regeneracién clasica, mediada por los hepatocitos, como en procesos de
regeneracion en la que intervienen las CPH/OC. En diferentes modelos experimentales
se ha evidenciado un papel protector y antifibrogénico de la via. Ademas, es un
regulador clave de estas células. En las CPH/OC se ha descrito su papel en la regulacion
de distintos procesos, que incluyen la proliferacion, supervivencia, migracién e invasion,
y los procesos morfogenéticos. A pesar de estas acciones, una activaciéon aberrante de
la via esta asociada al desarrollo y/o progresion de la hepatocarcinogénesis.

Por otro lado, otra sefial que controla la biologia de las células hepaticas, incluyendo las
CPH/OC, es la via de TGF-B. Asi, el TGF-B regula la proliferacion, la
muerte/supervivencia, procesos de transicidn epitelio-mesénquima, invasion y
migracion. Es, ademas, uno de los factores pro-fibrogénicos mas importantes y tiene un
papel dual en los procesos de carcinogénesis hepatica.

Por tanto, las vias de HGF/Met y TGF-8 son centrales en la regulacién de los procesos
de fibrosis y regeneracion hepatica, y forman parte esencial en el entramado de sefiales
gue regulan la biologia de los hepatocitos y las CPH/OC. Ademas, existen evidencias
previas en la literatura de que la via de HGF/Met se opone o modula las acciones de
TGF-B en diferentes contextos. Sin embargo, la contribucion exacta de la via HGF/Met
en la enfermedad colestasica y los mecanismos subyacentes son solo parcialmente
conocidos. Tampoco se han dilucidado los genes diana que median las acciones de la
via de HGF/Met en las CPH/OC y que podrian ser claves para modular su accién
regenerativa.
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Objetivos

El principal objetivo de este trabajo es avanzar en el conocimiento de la relevancia de
la via de HGF/Met en la biologia de los hepatocitos y CPH/OC, y en especial, su
contribucion a la respuesta regenerativa frente a un dafio colestasico, a través de la
regulacién de estas poblaciones celulares. Para ello, se plantean los siguientes objetivos
concretos:

1. Estudiar el proceso de regeneracion hepatica en ratones que sobreexpresan el
receptor Met (Tg Met) sometidos a un dafio colestasico cronico, y dilucidar los
mecanismos que subyacen a los efectos provocados por la sobreexpresion de Met.

2. Estudiar el perfil de genes regulados por la via de HGF/Met en las CPH/OC mediante
un analisis transcriptdmico por tecnologia de alto rendimiento, asi como su posible
relevancia durante la respuesta regenerativa.

Resultados

Para abordar el primer objetivo, se utilizaron ratones transgénicos con sobreexpresion
del receptor Met (Tg Met) en el higado sometidos a una dieta suplementada con 3,5-
Dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) que induce un proceso de colestasis. En
primer lugar, se valid6 el modelo mediante diferentes abordajes, como el andlisis de los
niveles ARNm del receptor y niveles proteicos de fosforilacién tanto en higados de
ratones como en hepatocitos aislados. La sobreexpresion de Met reduce el dafio durante
la colestasis en el modelo de dieta DDC con menores niveles de marcadores séricos de
dafio hepatico (bilirrubina total, fosfatasa alcalina y aspartato aminotransferasa, AST)
junto con un perfil favorable en la ratio peso higado/peso animal. Ademas, los higados
de los ratones Tg Met presentaban menor nivel de apoptosis y mayor porcentaje de
hepatocitos proliferativos. Aunque no se observaron diferencias en el depdésito de
colageno entre los ratones Wty Tg Met durante la dieta DDC, algunos mediadores de
la remodelacion de matriz extracelular como MMP9 y TIMP1 relacionados con la
resolucion de la fibrosis mostraron una tendencia en su regulacién compatible con este
fendmeno en ratones Tg Met. Ademas, nuestros resultados muestran con claridad que
los ratones que sobreexpresan Met presentan una reaccion ductular aminorada con una
menor expansion de CPH/OC en respuesta a la dieta DDC.

Por otro lado, la sobreexpresion de Met impide la regulacién al alza de los receptores
de TGF-B I, Il y lll que se producen durante el dafio colestasico inducido por DDC, lo
gue da lugar a una disminucion de la fosforilacion/activacion de SMAD2 y a una
regulacion aminorada de los genes diana de TGF-B Smad7 y Serpinel. Esta situacion
se ve parcialmente reproducida en hepatocitos pretratados con la sal biliar TCDC (acido
tauroquenodesoxicolico). Usando este modelo in vitro demostramos que hepatocitos Tg
Met pretratados con TCDC, estan protegidos frente al estrés oxidativo inducido por TGF-
B. El analisis de diferentes sistemas antioxidante reveld que la sobreexpresion de Met
regulaba al alza genes implicados en la sintesis de glutation, y Nrf2, un factor de
transcripcion esencial en la defensa antioxidante, y en consistencia, los niveles de
glutation permanecian elevados en células tratadas con TGF- en presencia de TCDC.
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Esto nos condujo a comprobar el estado redox en los higados de los ratones Tg Met
tratados con la dieta DDC. Estos ratones tenian mayores niveles de expresion de los
genes que observabamos en el modelo in vitro (Nfe2l2, Gclc y Gss), asi como mayores
niveles de glutation total y reducido, y menores niveles de ROS.

El abordaje del objetivo 2 nos ha llevado a la realizacion de un analisis de expresion
génica masivo mediante la tecnologia MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) sobre
CPH/OC con diferentes niveles de expresién de Met tratadas o no con HGF. Este
andlisis determin6 16 genes comunmente regulados de forma significativa en las células
gue expresan Met en respuesta al HGF, y no se regulaban en las células que carecian
de la actividad catalitica de Met (CPH/OC Met™). El estudio detallado de estos genes
permitira conocer los mecanismos por los cuales el HGF modula la biologia de las
CPH/OC, que a su vez nos permitira entender la respuesta de estas células frente a
dafio colestasico y su contribucién a los procesos de regeneracion.

Conclusiones

1. La sobreexpresion moderada de Met en higado de raton confiere proteccion frente al
dafio colestasico inducido por la dieta DDC, lo que se evidencia por menores niveles de
marcadores séricos de dafio hepatico, y una mayor ratio peso higado/peso animal.

2. Este efecto protector no esta asociado a una reduccién del depdsito hepatico de fibras
de colageno | y Il durante la colestasis, a pesar de observarse cambios en los niveles
de expresién de genes relacionados con la remodelacién de la matriz extracelular y la
fibrosis.

3. La sobreexpresion moderada de Met conduce a una aminoracién de la reaccion
ductular y de la induccién de marcadores de células progenitoras hepéticas, lo que, junto
a una menor respuesta apoptdética y mayor proliferacion de hepatocitos, sugiere que se
promueve una respuesta regenerativa mediada principalmente por hepatocitos.

4. La mejora en la respuesta regenerativa inducida por sobreexpresion de Met esta
asociada a una menor activacion de la via del TGF-f3, lo que se evidencia por una menor
expresion de sus receptores de sefializacion, menores niveles de activacion de SMAD2,
y de sus dianas transcripcionales.

5. El modelo in vitro de colestasis basado en el pretratamiento de hepatocitos con la sal
biliar TCDC ha demostrado que en un contexto colestasico los hepatocitos con
sobreexpresion de Met (Tg Met) tienen una respuesta aminorada al TGF-f, tanto a nivel
de sefializacion, como de la respuesta prooxidante y apopt6tica inducidas.

6. Tanto los ratones Tg Met sometidos a dieta DDC como los hepatocitos Tg Met
pretratados con TCDC y TGF-3, muestran niveles superiores de expresion de Nrf2 y sus
genes diana, en particular enzimas relacionadas con el metabolismo del glutation,
indicando que la sobreexpresion de Met promueve una respuesta antioxidante mas
eficiente.

7. El analisis transcriptomico de genes modulados por HGF en CPH/OC ha
proporcionado un conjunto de genes candidatos para el estudio y la modulacién de la
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respuesta hepatica frente a un dafio colestasico, asi como de la expansion de esta
poblacion celular en dicho contexto.

RELEVANCE OF HGF/MET IN LIVER REGENERATION
DURING CHRONIC CHOLESTATIC DAMAGE

Introduction

Chronic liver diseases, including cholestatic diseases, are a major global health problem.
They are the result of a complex process, initiated by bile flow blockage, associated with
inflammation, oxidative stress and fibrosis, with a loss of hepatic function in advanced
stages.

In response to a damage, a regenerative response is triggered in the liver in an attempt
to restore homeostasis and function. Hepatocytes play a key role in the early stages of
this response, as they retain their proliferative and regenerative capacity. However, if the
damage is severe and persistent and exceeds the regenerative capacity of hepatocytes,
this process is compromised. In this situation, hepatic progenitor cells, called rodent oval
cells (HPC/OC) become key, acting as a second line of defense against liver failure,
contributing to liver regeneration.

The HGF/Met pathway plays an essential role in the liver regeneration process, both in
the classical hepatocyte-mediated and in the HPC/OC-mediated regeneration. The
protective and anti-fibrotic role of the pathway has been demonstrated in different
experimental models. It is also a key regulator of these cells. Thus, in HPC/OC it has
been described that this pathway plays a role in the regulation of different processes,
including proliferation, survival, migration and invasion, and morphogenetic processes.
Despite these actions, aberrant activation of the pathway is associated with the
development and/or progression of hepatocarcinogenesis.

Another signal that controls the biology of liver cells, including HPC/OC, is the TGF-
pathway. TGF-B regulates cell proliferation, death/survival, epithelial-mesenchymal
transition processes, invasion and migration. It is also one of the most important pro-
fibrogenic factors and has a dual role in liver carcinogenesis.

Therefore, both HGF/Met and TGF-3 pathways are central in the regulation of liver
fibrosis and regeneration processes and are recognized as an essential part of the
signalling network that regulates hepatocyte and HPC/OC biology. Furthermore, there is
previous evidence in the literature that the HGF/Met pathway counteracts or modulates
TGF-B actions in different contexts. However, the exact contribution of the HGF/Met
pathway in cholestatic disease and the underlying mechanisms are only partially known.
The target genes that mediate the actions of the HGF/Met pathway in HPC/OC and that
might be key to modulate their regenerative action have not been elucidated either.

Aims

The main objective of this work is to advance in the knowledge of the relevance of the
HGF/Met pathway in the biology of hepatocytes and HPC/OCs, and particularly its
contribution to the regenerative response upon a cholestatic damage, through the
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regulation of these cell populations. To this end, the following specific objectives are
proposed:

1. To study the process of liver regeneration in mice overexpressing Met receptor (Tg
Met) submitted to a chronic cholestatic damage, and to elucidate the mechanisms
underlying the effects caused by Met overexpression.

2. To study the profile of genes regulated by the HGF/Met pathway in HPC/OCs by high-
throughput transcriptomic analysis, as well as their possible relevance during the
regenerative response.

Results

To address the first objective, transgenic mice overexpressing the Met receptor in the
liver were fed with a diet supplemented with 3,5-Diethoxycarbonyl-1,4-Dihydrocollidine
(DDC) that induces a process of cholestasis. First, the model was validated using
different approaches, such as the analysis of receptor mRNA levels and protein
phosphorylation levels in both mouse livers and isolated hepatocytes. Met
overexpression reduces liver damage during cholestasis in the DDC diet model
evidenced by lower levels of serum markers of liver damage (total bilirubin, alkaline
phosphatase and aspartate aminotransferase, AST) along with a favorable liver
weight/animal weight ratio. In addition, the livers of Tg Met mice showed lower levels of
apoptosis and a higher percentage of proliferative hepatocytes. Although no differences
in collagen deposition were observed between Wt and Tg Met mice during the DDC diet,
some mediators of extracellular matrix remodelling such as MMP9 and TIMP1 that have
been associated with fibrosis resolution, showed a trend in their regulation compatible
with this phenomenon in Tg Met mice. Furthermore, our results clearly show that Met-
overexpressing mice exhibit a decreased ductular reaction with reduced HPC/OC
expansion in response to the DDC diet.

On the other hand, Met overexpression prevents the up-regulation of TGF-f3 receptors I,
On the other hand, Met overexpression prevents the up-regulation of TGF-f3 receptors I,
Il and Il that occurs during DDC-induced cholestatic damage, resulting in decreased
SMAD?2 phosphorylation/activation and down-regulation of TGF-f3 target genes, Smad7
and Serpinel. These phenomena are partially reproduced in hepatocytes pre-treated
with the bile acid TCDC (taurochenodeoxycholic acid). Using this in vitro model, we
demonstrate that Tg Met hepatocytes pretreated with TCDC are protected against TGF-
B-induced oxidative stress. Analysis of different antioxidant systems revealed that Met
overexpression up-regulated genes involved in glutathione synthesis, and Nrf2, an
essential transcription factor orchestrating antioxidant defenses, and consequently,
glutathione levels remained elevated in TGF-B-treated cells in the presence of TCDC.
This led us to check the redox status in the livers of Tg Met mice fed with the DDC diet.
These mice showed an up regulation of the same genes that we observed in the in vitro
model (Nfe2l2, Gclc y Gss), as well as higher levels of total and reduced glutathione and
lower levels of ROS.

Addressing objective 2 led us to perform a massive gene expression analysis using
MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) technology on HPC/OC with different levels of
Met expression treated or not with HGF. This analysis determined 16 genes that were
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commonly significantly regulated in cells expressing Met in response to HGF and were
not regulated in cells lacking Met catalytic activity (Met-/- HPC/OC). A detailed study of
these genes will provide insight into the mechanisms by which HGF modulates HPC/OC
biology, which in turn will allow us to understand the response of these cells to cholestatic
damage and their contribution to regenerative processes.

Conclusions

1. Moderate overexpression of Met in mouse liver confers protection against cholestatic
damage induced by the DDC diet, as evidenced by lower levels of serum markers of liver
damage, and a higher liver weight/animal weight ratio.

2. This protective effect is not associated with a reduction in the hepatic deposition of
collagen | and Il fibers during cholestasis, despite changes in the expression levels of
genes related to extracellular matrix remodelling and fibrosis.

3. Moderate overexpression of Met leads to decreased ductular reaction and induction
of HPC/OC, which, together with a decreased apoptotic response and increased
hepatocyte proliferation, suggests that a hepatocyte-mediated regenerative response is
mainly promoted.

4. The enhanced regenerative response induced by Met overexpression is associated
with reduced activation of the TGF-B pathway, as evidenced by lower expression of its
signaling receptors, together with lower levels of SMAD2 activation and its transcriptional
targets.

5. The in vitro model of cholestasis based on the pre-treatment of hepatocytes with the
bile acid TCDC has shown that in a cholestatic context, hepatocytes with Met
overexpression (Tg Met) have a decreased response to TGF-$, both at the signalling
level, and at the pro-oxidant and apoptotic responses.

6. Both Tg Met mice subjected to DDC diet and Tg Met hepatocytes pretreated with
TCDC and TGF-$ show higher levels of expression of Nrf2 and its target genes, in
particular enzymes related to glutathione metabolism, indicating that Met overexpression
promotes a more efficient antioxidant response.

7. Transcriptomic analysis of HGF-modulated genes in HPC/OC has provided a set of
candidate genes for the study and modulation of the hepatic response to cholestatic
damage, as well as the expansion of this cell population in this context.
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ABREVIATURAS
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AB
ADN
AKT
ALB
ALT
AMA
AMP
ANIT
ARE
ARN
AST
BCL-2
BCRP
BDL
BIM
BMP
BSA
BSEP
CA
cBP
CCL4
CDCA
CEP

Cl
CIFP
CK

CKi
coL
CO-SMAD
CPH
CYp
DAPI
DCF
DCFH-DA
DCA
DDC
DMEM
DMSO
DTT
EDTA
EGF
ECH
EMT
EPCAM
ERK
FAK

Acidos Biliares

Acido desoxirribonucleico

AK strain Transforming

AlbUmina

Alanina aminotransferasa
Antimitochondrial Antibodies
Adenosin Monophosphate

Alfa-naftil isotiocianato

Antioxidant Response Element

Acido ribonucleico

Aspartato aminotransferasa

B-Cell Lymphoma 2

Breast Cancer Resistance Protein
Bile Duct Ligation

BCL-2-like-11

Bone Morphogenetic Proteins
Albumina sérica bovina

Bile Salt Export Pump

Cholic Acid

Colangitis Biliar Primaria
Tetracloruro de carbono
Quenodeoxycholic Acid

Colangitis Esclerosante Primaria
Control Interno

Colestasis Intrahepatica Familiar Progresiva
Citoqueratina

Cyclin Dependent Kinase Inhibitors
Colageno

Cooperating SMAD

Célula Progenitora Hepatica
Citocromo

4' 6-Diamidino-2-fenilindol

2,7 -Diclorodihidrofluoresceina
Diacetato de dihidro-2’,7'-diclorofluoresceina
Deoxycholic Acid
3,5-Dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimetilsulféxido

Ditiotreitol

Acido EtilendiaminoTetracético
Epidermal Growth Factor
Enfermedad Crénica Hepatica
Epithelial to Mesenchymal Transition
Epithelial Cellular Adhesion Molecule
Extracellular Signal-Regulated Kinases
Focal Adhesion Kinase
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FBS
FGF
FXR
GAB1
GCA
GDF

I-SMAD
JNK
LAP
LCA
LPS
MACE
MAPK
MDR
MMP
MRP
MET
mTOR
NAC
NADPH
NEM
NF-KB
NGS
NOX
NTCP
OATP
ocC
OCA
OPT
PAI
PBS
PCR

Fetal Bovine Serum

Fibroblast Growth Factors

Receptor Farnesoide X

GRB2 associated binding protein 1
Glycocholic Acid

Growth Differentiation Factors
Glutation Reductasa

Growth factor Receptor-Bound protein 2
Glutation Sintetasa

Glutation reducido

Glutation Peroxidasa

Glutation oxidado

Hematoxilina y Eosina

Hepatocellular Carcinoma

Hepatocyte Growth Factor

lleal Bile Acid Transporter

Interleucina

Interferén gamma

Inmunoprecipitacion
Immunoglobulin-like domains shared by Plexins and Transcriptional
factors

Inhibitory SMAD

c-Jun N-terminal kinase

Latency associated Peptide

Litocholic Acid

Lipopolisacaridos

Massive Analysis of cDNA Ends
Mitogen-Activated Protein Kinase
Multidrug Resistance-associated Protein
Matrix Metalloproteinase

Multidrug Resistance Protein
Mesenchymal to Epithelial Transition
mammalian Target of Rapamycin
N-acetil cisteina

Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucledtido
N-etilmaleimida

Factor kappa-Light-chain-enhancer of activated B cells
Next Generation Sequencing

Oxidasas dependientes de NADPH
Na-Taurocholate Cotransporting Polypeptide
Organic Anion Transporting Polypeptide
Oval Cell

Obeticholic Acid

o-Ftaldialdehido

Plasminogen Activator Inhibitor-1
Phosphate Buffered Saline

Reaccidn en cadena de la polimerasa
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PAIl1
PDGF
PI3K
PKC
PLC-G
PSI
PVDF
RAC
RIPA

RH
RHOA
RHOB
ROS
R-SMAD
RTK

RT
RT-QPCR
SAM
S.D.

SDS
SDS-PAGE
S.E.M.
SHC
SHP2
SMAD

SNAIL
SOD
STAT
TCA
TCDC
TE

TG
TGF-B
TIEG1
TIMP
TNF-A
TPA
TTBS
TWEAK
TWIST
TBR
UDCA
VEGF
WT
ZEB

Plasminogen Activator Inhibitor 1

Platelet-derived growth factor
Phosphatidylinositol 3-kinase

Protein Kinase C

Phospholipase C gamma
Plexin-Semaphorin-Integrin

Polifluoruro de Vinilideno

Ras related C3 botulinum toxin substrate
Radioinmunoprecipitation Assay

Regeneracion Hepatica

Ras homolog family member A

Ras homolog family member B

Reactive Oxygen Species

Receptor-associated SMAD

Receptor Tyrosine Kinase

Retrotranscripcién (Transcripcidon reversa)
Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
S-adenosil metionina

Standard Deviation

Sodium Dodecyl Sulphate

SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Standard Error of the Mean

SH2 domain-containing transforming protein

Src Homology 2 domain-containing Phosphatase-2
Caenorhabditis elegans Sma genes and the Drosophila Mad, Mothers
Against Decantaplegic homolog

Snail Family Transcriptional Repressor 1
Superdxido dismutasa

Signal Transducers and Activators of Transcription
Taurocholic Acid

Taurochenodeoxycholic Acid

Tampon Tris-EDTA

Transgenic

Transforming Growth Factor beta

TGF-B-inducible early response gene |

Tissue Inhibitors of Metalloproteinase

Tumor Necrosis Factor alfa

Tissue-type Plasminogen Activator

Tween 20-tris-buffered saline

Tumor Necrosis factor-like weak inducer of apoptosis
Twist Family BHLH Transcription Factor 1

TGF-8 Receptor

Ursodeoxycholic Acid

Vascular Endothelial Growth Factor

Wild Type

Zinc finger E-box-Binding homeobox
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1. Fisiologia hepatica.

El higado es un 6rgano central, compuesto por cuatro l6bulos, con numerosas funciones
implicadas en metabolismo, detoxificacion y almacenamiento, siendo un 6rgano vital con
alta capacidad regenerativa en respuesta a un dafio (Itoh T. & Miyajima A., 2014). Esta
formado por células parenquiméticas (hepatocitos y colangiocitos) y células no
parenquimaticas (células endoteliales, células de Kupffer, linfocitos, fibroblastos y
células estrelladas, entre otras). La unidad funcional est4 formada por el lobulillo
hepatico, el cual estd delimitado por la triada portal (Figura 1). El higado humano
contiene entre 50.000-100.000 lobulillos (Krishna M., 2014). La triada portal esta
formada por una rama de la vena porta, arteria hepatica y un ducto biliar. Los
hepatocitos, principales células del parénquima hepatico, presentan una forma
poliédrica y dos o mas caras de microvellosidades (Guiton C. A. & Hall J. E.: Tratado de
fisiologia médica), y son las encargadas de realizar la mayoria de las funciones del
higado.

A) B)
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Triada portal ~ 4 .
Ducto /‘V .
[ i biliar YL
1
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= Hering -- .
2 s 1 Célulade
2 Canaliculo {8 &g Kupffer
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8 T I <+—— (Célula de Disse
= am 2 v endotelial
p Sinusoide
" hepatico [8/ Colangiocito

) Vena
!] Hepatocito  nentral
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Figura 1. Esquema representativo del I6bulo hepatico y la triada portal. A) La triada
portal esta formada por una rama de la vena porta (en morado), una de la arteria hepatica (en
rojo) y un conducto biliar (en verde). Cada lobulillo hepatico esta compuesto por seis triadas
portales alrededor de una vena central, con forma de prisma hexagonal. B) Los hepatocitos
forman la bilis, la liberan al canaliculo biliar pasando por el Canal de Hering, formado por
colangiocitos y hepatocitos, y desembocando en el ducto biliar. En sus proximidades se
encuentra la vena porta y la arteria hepatica que confluyen en los sinusoides hepéticos, éstos a
su vez vierten su contenido a la vena central. Adaptado de: Duncan A. W., 2009. Creado con:
BioRender.com.

El espacio de Disse es un compartimento situado entre las células endoteliales y los
hepatocitos, en el que se encuentra el microentorno en el que se produce el intercambio
de sustancias de la sangre periférica y los hepatocitos. Contiene abundante plasma,
tejido conectivo (forma el marco de reticulina) y células estrelladas hepaticas (también
llamadas “células de Ito”). Las células estrelladas son células no parenquimaticas que
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estan intimamente relacionadas con las terminaciones nerviosas pequefias y
desempefian un importante papel en el control del flujo sanguineo sinusoidal, la
fibrogénesis y el almacenamiento de vitamina A3, 4 y 5 (Krishna M., 2014). Las células
de Kupffer son macrofagos que constituyen uno de los tipos celulares hepaticos
funcionalmente mas activos. Asi, son los principales productores de citoquinas, factores
de crecimiento y otros mediadores celulares en el higado. Ejercen funciones vitales para
el organismo tales como la eliminacion de sustancias extrafias y la regulacion de la
respuesta inflamatoria e inmunitaria. Las células de Kupffer desempefian también un
papel fisiopatoldgico destacado en el dafio hepatico causado por endotoxinas o alcohol
y en la patogénesis de la inflamacion y fibrosis hepatica (Dixon L. J. et al., 2013).

2. La bilis y los acidos biliares.

La bilis es producida por los hepatocitos, como una de sus principales funciones. Tiene
un pH comprendido entre 8.0-8.5 y estd compuesta por colesterol, lecitina, sales biliares
(alrededor de un 0,7%), bilirrubina, biliverdina, sodio, potasio, bicarbonato, agua y
algunos elementos como cobre o hierro. La bilis se almacena en la vesicula biliar y es
liberada durante el proceso de digestion ante estimulos principalmente nerviosos y
hormonales (principalmente mediados por la hormona colecistoquinina secretada por la
mucosa intestinal). Se forman aproximadamente 600-750 ml de bilis al dia, con un ritmo
de secrecidn variable, en torno a 10-20 pl por segundo durante el proceso de digestion.
Algunos solutos osméticamente activos como el glutation y el bicarbonato promueven el
flujo de bilis independiente de las sales biliares. Posteriormente, la bilis es modificada
por los colangiocitos, que diluyen y alcalinizan la bilis mediante procesos de absorcion

y secrecion (Hundt M., 2022).

Hay dos tipos de acidos biliares: acidos primarios, denominados acido cdlico (por sus
siglas en inglés, CA) y quenodesoxicélico (CDCA) (Figura 2), formados y secretados
por el hepatocito, en una cantidad aproximada al dia de 0,5 g. En el intestino estos
acidos seran metabolizados y convertidos en acidos biliares secundarios: del acido
cOlico se obtiene el acido desoxicdlico (DCA) y del acido quenodesoxicdlico se obtiene
el acido litocdlico (LCA) por la accion de enzimas procedentes de la microbiota
bacteriana intestinal. De este modo las sales biliares se reciclan y reabsorben volviendo
al hepatocito para utilizarse de nuevo mediante su captacion a través del espacio de
Disse (Figura 3). Tanto los acidos biliares primarios como los secundarios se unen a
aminoacidos como la glicina y la taurina formando asi acidos biliares conjugados (Figura
2). La conjugacion facilita su solubilidad en medios acuosos y potencia su actividad
como detergente. Las sales biliares mayoritarias en la bilis humana son el acido
taurocolico (TCA) y glicocolico (GCA) (Kuhajda K. et al., 2006). Estos acidos pueden
experimentar otras transformaciones como epimerizacion o conjugaciéon con N-
acetilglucosamina por accion de la microbiota intestinal, obteniéndose los acidos biliares
terciarios.

Los acidos biliares tienen propiedades tensioactivas cuando se encuentran en un medio

neutro o ligeramente basico, siendo el extremo alifatico, que contiene el grupo carboxilo,
la parte hidrdfila, mientras que el resto de la molécula presenta caracteristicas lipofilicas.
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Por eso, su principal funcién es emulsionar grasas y sustancias apolares formando
agregados conocidos como micelas, lo que permite su absorcién por parte del intestino
delgado y que se mantengan solubles en la sangre. Esto facilita la labor de las lipasas,
enzimas que degradaran los lipidos a acidos grasos libres y glicerol. Ademas de su
funcién emulsionante, los acidos biliares también actian como mediadores quimicos,
ya que se unen a diversos receptores celulares con el fin de desencadenar importantes
procesos bioquimicos (incluyendo la sefializacién celular), e incluso participan en los
mecanismos que regulan la inflamaciéon de los tejidos dada la capacidad de estas
moléculas de unirse a receptores de membrana acoplados a proteina G (Chiang J. Y.,
2009).

Asi, entre otras funciones, se sabe que intervienen en la movilizacion del calcio, en la
activacion de la proteina quinasa C, en la sintesis del AMP ciclico o en la segregacion
de citoquinas proinflamatorias. También intervienen en procesos oxidativos que tienen
lugar en las mitocondrias e incluso participan en la sefalizacién del receptor de insulina.
Ademads, regulan el nivel de colesterol, participan en la eliminacién de productos del
catabolismo del grupo hemo, como la bilirrubina, y en la detoxificacion de farmacos y
xenobidticos (Singh J. et al., 2019).
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Figura 2. Formulas quimicas de acidos biliares primarios sin conjugar y
conjugados. Los &cidos biliares primarios, célico y quenodesoxicélico, son producidos y
secretados por los hepatocitos al ducto biliar, de alli pasaran al intestino delgado donde tras
ejercer su papel serdn reabsorbidos y metabolizados mediante reacciones de tipo redox,
convirtiéendose en acidos biliares secundarios: desoxicolico y litocolico (no mostrados). Los
acidos biliares primarios y secundarios se unen a aminoacidos, como la glicina y la taurina,
formando asi &cidos biliares conjugados. Se muestra la férmula quimica de los &cidos biliares
primarios conjugados. Adaptado de: Kuhajda, K. et al, (2006).
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Figura 3. Esquema representativo de la circulacién de acidos biliares. Los acidos
biliares primarios (c6lico y quenodesoxicoélico) son producidos y secretados por los hepatocitos
al ducto biliar, de alli pasaran al intestino delgado donde tras ejercer su papel seran reabsorbidos
y metabolizados convirtiéndose en &cidos biliares secundarios (desoxicdlico y litocdlico).
Mediante circulacion entero-hepatica, éstos acidos biliares seran incorporados nuevamente al
hepatocito para su posterior reutilizacion. Creado con: BioRender.com.

Los &cidos biliares son producidos en el hepatocito a partir del colesterol y la accion de
sistemas enzimaticos como la enzima colesterol 7a hidrolasa (codificada por el gen
Cyp7al) perteneciente a la familia del citocromo P450. Estos son liberados por su
extremo apical al ducto biliar mediante transportadores, por ejemplo, la bomba
exportadora de sales biliares BSEP (Bile Salt Export Pump) codificada por el gen
Abcbll, y las proteinas asociadas con resistencia a mdltiples farmacos: MRP2
(Multidrug Resistance-associated Protein 2) codificada por el gen Abcc2, MDR3
(Multidrug Resistance Protein 3) codificada por el gen Abcb4, o algunas minoritarias,
recientemente descritas como probables transportadores, como ABCG2 (ATP-binding
cassette subfamily G member 2) codificada por el gen Abcg2. Tras su liberacion al
intestino y reabsorcion, seran reconducidos por circulacion entero-hepética de nuevo al
hepatocito por su extremo basolateral. Los acidos biliares secundarios pueden
reintroducirse mediante transportadores como el péptido cotransportador de sodio-
taurocolato NTCP (Na-Taurocholate Cotransporting Polypeptide), codificado por el gen
Slcl0al, asociado a un cotransporte de moléculas de sodio, o el polipéptido
transportador de aniones organicos OATP (Organic Anion Transporting Polypeptide) de
tipo 1A1, 2, 3A1, codificados por los genes Slcolal, Slco2 y Slco3al, respectivamente.
También pueden liberarse acidos biliares directamente al torrente circulatorio mediante
los transportadores MRP3 y 4, proteinas de resistencia a multiples farmacos tipo 3y 4
(Multidrug Resistance-associated Protein 3 and 4, MRP4 codificado por el Abcc4, y
OATP3ALl (Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 3A1) (Figura 4)
(Gémez Aldana A. J. et al., 2020).

El NTCP representa la absorcion de mas del 80% de las sales biliares conjugadas
(principalmente con taurina, como el &cido taurocélico), pero menos del 50% de las sales
biliares no conjugadas (Kosters A. & Karpen S. J., 2008). Los sistemas de transporte
hepatocelular estan sujetos a una amplia regulacion, principalmente marcados por sus
niveles de transcripcion génica. Estos procesos de regulacion controlan la actividad de
los sistemas de captaciéon y flujo de sales biliares en respuesta a la acumulacién
intracelular de sales biliares y otros compuestos anfipaticos. Gracias a esta regulacion
transcripcional coordinada de los transportadores hepatocelulares involucrados en la
captacion y flujo hepatico, y a la regulacion de enzimas de la familia del citocromo P450,
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el higado puede responder rapidamente a los cambios en la homeostasis de los acidos
biliares, evitando asi su acumulacion en el interior del hepatocito.

Los &cidos biliares pueden unirse a receptores especificos y modular la expresion de
genes. El receptor nuclear de acidos biliares/receptor farnesoide X (BAR/FXR) esta
codificado por el gen Nrdhl (Nuclear receptor subfamily 1 group H member 4), y
desempefia un papel predominante en la regulacién de la sintesis y el transporte de
acidos biliares (Wu W. B. et al., 2015). El receptor FXR se expresa abundantemente en
el higado, donde es activado por diferentes acidos biliares como el CDCA, DCA, CAy
el acido ursodesoxicélico (UDCA, acido biliar terciario) (Pusl T. et al.,, 2006). En
respuesta a dicha activacién, FXR puede inducir la expresion de BSEP y MDR3, los
principales transportadores implicados en la secrecion canalicular de &cidos biliares y
de fosfolipidos en la bilis (Schuetz E. G. et al., 2001). Asi, durante la colestasis, los
acidos biliares aumentan su propio flujo a través de un aumento de la expresion de
BSEP mediado por FXR, mientras que la induccion de MDR3 contrarresta la toxicidad
de los &cidos biliares en el arbol biliar mediante la formacion de micelas mixtas.
Curiosamente, las bombas alternativas de exportacion de acidos biliares MRP3 y MRP4,
que se expresan en la membrana basolateral de los hepatocitos, se inducen a través de
un mecanismo independiente de FXR en respuesta a la colestasis obstructiva en ratones
(Wagner M. et al., 2009). FXR también es capaz de regular negativamente la actividad
de CYP7AL, y por tanto la sintesis de 4cidos biliares, durante la colestasis. Ademas, los
acidos biliares pueden unirse a receptores acoplados a proteina G, como es el caso del
receptor TGR5 (Takeda-G-protein-receptor-5) codificado por el gen Gpbar5 (Ibrahim E.
et al., 2018), relacionado con la activacion de sefiales antiinflamatorias mediadas por la
via de mTOR/AKT y NF-«kB (Wang Y. D. et al., 2011).
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Figura 4. Esquema simplificado del transporte de acidos biliares al interior y
exterior del hepatocito. Los acidos hiliares (AB) son producidos a partir de colesterol por la
enzima CYP7AL, y liberados al ducto biliar (a través de BSEP y ABCG2). Una vez se reabsorben
en el intestino, son recaptados de la circulacion periférica por transportadores como NTCP,
OATP1 y 2. También pueden ser liberados al torrente sanguineo por MRP4 y OATP3AL.
Adaptado de: Gomez Aldana A. J. et al., 2020. Creado con: BioRender.com.
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3. Enfermedad cronica colestasica.

Las Enfermedades Cronicas Hepdéticas (ECH) son un conjunto de alteraciones
hepaticas progresivas, producidas por el desarrollo de inflamacion crénica y fibrosis, que
afectan a la estructura y las funciones del higado. La ECH se caracteriza por la
destruccién gradual e irreversible del higado, que puede acabar en cirrosis, donde en
muchos casos el trasplante hepatico es la Unica solucién curativa. Dentro de las ECH,
las enfermedades crénicas colestasicas consisten en un dafio hepatobiliar en el que la
formacion, secrecion o el flujo de bilis estan alterados por diferentes causas (Trivedi P.
J. et al., 2016). Independientemente del agente causante, la enfermedad colestasica
cursa con aparicion de ictericia. La incidencia de colestasis neonatal se estima entre
1/2.500 y 1/5.000 recién nacidos (De la Vega A. & Remacha F. E., 2015). De forma
general, la causa mas frecuente en nifios con patologia neonatal seria la inmadurez
hepatica asociada a diferentes causas como: prematuridad, cardiopatia, infeccién,
cirugia, nutricién parenteral, toxicidad farmacoldgica, etc. En el recién nacido o lactante
sin patologia neonatal, las causas mas frecuentes son, en primer lugar, la atresia biliar
extrahepatica y, en segundo lugar, el déficit de alfa-1-antitripsina, seguidas del sindrome
de Alagille y de la colestasis intrahepéatica familiar progresiva (CIFP) (Vitale G., 2019).
La incidencia de enfermedad colestasica en el paciente adulto se encuentra cercana a
1/100.000 pacientes, generalmente asociada a una patologia de base (Gémez Aldana
A. J. et al., 2020).

La colestasis puede dividirse en intra y extrahepética. En la colestasis intrahepatica
existe una alteracion en el flujo de bilis debido a causas que afectan directamente a las
células que componen el higado, mientras que en la extrahepatica existe una
obstruccién mecanica que generalmente afecta al colédoco o al conducto hepatico
comun (es decir, afectan directamente a la anatomia del arbol biliar). Entre las causas
de colestasis cabe destacar las infecciones (virus de la hepatitis B, C, infecciones
bacterianas o flingicas), fendbmenos autoinmunitarios, consumo excesivo de alcohol,
téxicos, fibrosis quistica, dafio vascular, isquemia, amiloidosis, obstruccién de las vias
biliares tras procesos quirargicos, masa tumoral u otras causas (Yokoda R. T. &
Rodriguez E. A., 2020).

El estancamiento en el flujo de la bilis produce dafio principalmente por la presencia de
los é&cidos biliares que actian como detergente, disolviendo y desorganizando
membranas lipidicas celulares. También producen toxicidad celular directa sobre los
hepatocitos aumentando la secrecion de citoquinas y moléculas de adhesion,
desencadenando una respuesta inflamatoria junto con una disfuncion de la actividad
mitocondrial (Li M., 2017). Si el dafio se mantiene en el tiempo, se activa una respuesta
celular principalmente mediada por colangiocitos, hepatocitos y células inmunitarias, en
la que se liberan mediadores inflamatorios y quimioatrayentes con el fin de resolver el
dafo. Sefiales autocrinas y paracrinas disparan una serie de respuestas que incluyen
principalmente la regeneracion tisular promoviendo la proliferacion y reduciendo la
apoptosis y senescencia. Sin embargo, la persistencia del dafio tisular puede derivar en
fendmenos de fibrosis, ductopenia, estrés oxidativo y cirrosis, que en algunos casos
conducird a procesos de malignificacion con aparicion de colangiocarcinoma (Yokoda
R. T. & Rodriguez E. A., 2020).
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Dentro de las enfermedades colestasicas, la Colangitis Esclerosante Primaria (CEP), la
Colangitis Biliar Primaria (CBP) y la CIFP son consideradas enfermedades raras, cuyas
causas son solo parcialmente conocidas. La CEP es una entidad que predomina en los
hombres (en unarelacion 2:1) respecto a las mujeres y con una edad media de aparicion
de, aproximadamente, 40 afios. Afecta a los conductos biliares intrahepéticos y
extrahepaticos, generando una lesion que puede conducir a fibrosis y cirrosis
(Williamson K. D. & Chapman R. W., 2014). El diagnéstico de esta enfermedad involucra
una combinacion de criterios por imagen que pueden mostrar estenosis localizadas a lo
largo de todo el é&rbol biliar, las cuales son identificables mediante una
colangioresonancia o una colangiopancreatografia retrégrada endoscopica. La CEP se
presenta como una enfermedad multifactorial con predisposicion genética, sin embargo,
recientemente, se han descrito factores que intervienen en la fisiopatologia de la CEP
tales como la respuesta inmunitaria frente a antigenos propios, la permeabilidad
selectiva de la mucosa intestinal y la propia dieta del individuo (Morgan M. A. et al.,
2023).

LA CBP es una de las causas mas frecuentes de colestasis de origen autoinmune y
genera una inflamacién granulomatosa linfocitica que involucra a los conductos biliares
de pequefio calibre (Patel A. & Seetharam A., 2016). Por lo general, la CBP se presenta
en mujeres (relacion 9:1 frente a hombres) entre los 40 y 60 afios de edad, con
marcadores diagndsticos como la presencia de anticuerpos antimitocondriales (Anti-
mitochondrial antibodies, AMA) dirigidos contra la subunidad E2 de la piruvato
deshidrogenasa. Su diagnéstico se realiza cuando se dan 2 de 3 criterios: la presencia
de colestasis con elevacion de la fosfatasa alcalina, los AMA positivos y la evidencia
histopatoldgica de colangitis no supurativa con destruccion de los conductos biliares
interlobulares de mediano y pequefo calibre (Trivella J., 2023). La CIFP puede
clasificarse en tres subgrupos. Los tipos CIFP1 y CIFP2 estan causados por una
secrecion alterada de 4cidos biliares debida, respectivamente, a mutaciones en el gen
Atp8b1, que codifica para la proteina FIC1 (Familial Intrahepatic Cholestasis 1 protein),
y en el gen Abcb11 que codifica para la proteina BSEP. Los defectos en el gen Abcb4,
que codifica para la proteina MDR3, dificulta la secrecion biliar de fosfolipidos, y es la
causa del tipo CIFP3 (Vitale G. et al., 2022).

Independientemente de su causa, debido al desarrollo silencioso de la enfermedad, los
pacientes que sufren colestasis suelen permanecer sin diagnosticar hasta sus fases
finales, en las que la Unica opcién terapéutica es el uso de medicamentos para
contrarrestar las consecuencias y manifestaciones clinicas de la colestasis cronica.
Asimismo, esta recomendado el uso de UDCA, sin embargo, este tratamiento no es
efectivo en todos los pacientes, de tal modo que el trasplante hepético seria la Unica
opcién terapéutica curativa, con las limitaciones y el coste que esto conlleva (Patel V. S.
et al., 2024). Queda asi patente que tanto CEP como CBP son enfermedades raras, que
carecen de tratamiento efectivo. Esto se explica, en parte, por la falta de informacion
sobre los mecanismos moleculares que estan implicados en estas enfermedades. En
los ultimos afos se han desarrollado alternativas para el tratamiento de la CBP como el
acido obeticolico (OCA), actualmente empleado como farmaco de segunda linea
aprobado por las agencias reguladoras cuando fracasa el tratamiento con UDCA.
Recientemente, se ha comercializado el farmaco Odevixibat, un inhibidor reversible,
potente y selectivo del transportador ileal de acidos biliares (IBAT, por sus siglas en
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inglés, lleal bile acid transporter) para el tratamiento de la CIFP. Este farmaco permite
reducir la recirculacién enterohepatica de acidos biliares permitiendo un menor dafio
derivado de la toxicidad y la colangiopatia causada por la acumulacién de acidos biliares
en el higado (Bedoyan S. M. et al., 2022).

4. Regeneracion hepatica.

El higado tiene una gran capacidad de regeneracion en respuesta a un dafio. En
condiciones basales, en ausencia de estimulos externos, los hepatocitos permanecen
en estado “quiescente” en la fase GO del ciclo celular, pero a diferencia de otros tejidos,
mantienen la capacidad de reiniciar el ciclo celular ante cualquier lesion, pérdida de
tejido hepético o frente a estimulos exdégenos (factores de crecimiento o mitdgenos)
(Chauhan A. et al., 2011).

El proceso de regeneracion hepatica (RH) es un fendbmeno presente en todos los
vertebrados, del que se han descrito mecanismos comunes: participacion del sistema
inmunitario innato, remodelacion tisular y regulacién estricta del volumen hepatico
(Michalopoulos G. K. & Bhushan B., 2021). La respuesta regenerativa aguda es una
respuesta controlada, suele iniciarse con la proliferacion de hepatocitos, seguido de las
secuencias replicativas de las células mesenquimales, la morfogénesis y el control del
volumen a término de la regeneracién. Dicho proceso se describe tras una hepatectomia
parcial en ratones, modelo ampliamente empleado para el estudio de RH tras una
pérdida de masa hepatica (Yagi S., 2020). Se trata de un proceso bastante rapido que
se inicia en segundos tras la aparicion del dafio y termina en pocos dias, dependiendo
de la edad del individuo, estado basal del tejido y de la especie, con la restauracion del
volumen hepatico.

La respuesta proliferativa celular activada se ha descrito con detalle, se sucede en un
orden secuencial; en primer lugar se dividen los hepatocitos y colangiocitos,
posteriormente las células de Kupffer y las células endoteliales, seguido de la
neoformacion de vasos y de los canaliculos biliares, hasta reproducir la estructura
hepatica. Ante un dafio hepatico causado por colestasis, los hepatocitos seran también
las primeras células encargadas de activar respuestas y la transcripcion de genes de
proliferacién y supervivencia para hacer frente al dafio (Yokoyama Y., Nagino M. &
Nimura Y., 2007), aunque los colangiocitos son también claves en este contexto (Salas
Silva S. et al., 2020) con el fin de alcanzar nuevamente la homeostasis hepatica (Figura
5).
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Figura 5. Tipos celulares implicados en la RH. Representacion esquematica de las
poblaciones celulares implicadas en la RH durante un dafio hepatico agudo y crénico. Adaptado
de: Huang R. et al., 2022. Creado con: BioRender.com.

Numerosos estudios, a lo largo de los afios, han permitido caracterizar en detalle el
proceso de RH. La RH esté finamente controlada, y comparte vias de sefializacion y
programas transcripcionales con los procesos de embriogénesis y de cicatrizacion
tisular, aunque sean procesos de naturaleza distinta (Qian Y. et al., 2022). Intervienen
mecanismos de sefalizacion autocrinos, paracrinos y endocrinos; genes responsables
de proliferacion celular, morfogénesis y reguladores del metabolismo. Se sabe que,
durante el proceso de RH, los diversos tipos celulares implicados liberan factores y
sefales paracrinas a los hepatocitos con el fin de activar su capacidad proliferativa para
restaurar la funcionalidad del higado (Preziosi M. E. & Monga S. P., 2017). Por otro lado,
en los ultimos afios se han identificado las vias de sefializacion y transcripcion asociadas
a la RH, muchas de ellas relacionadas con la respuesta fisiologica del higado al dafio
celular, donde la via de HGF (Hepatocyte Growth Factor, factor de crecimiento de
hepatocitos) y su receptor Met desarrolla un papel crucial (Huh C.G., 2004; Zhao Y.,
2022), como se comentard mas adelante.

Asi, la RH puede dividirse de forma general en tres fases (iniciacion, progresion y
finalizacion), donde participaran distintos factores como por ejemplo IL-6 (Interleukin 6),
TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), Hippo, HGF y TGF- (Transforming Growth Factor-
B). Las células de Kupffer, y otros tipos celulares, son capaces de secretar los factores
anteriormente mencionados para activar las diferentes vias en los hepatocitos. IL-6,
TNF-a y HGF son necesarios para la fase de inicio de la RH promoviendo el paso de la
fase GO a la fase G1 del ciclo celular y la induccién de la expresién de genes como c-
Fos, c-Myc y c-Jun, activando vias como la mediada por STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3), todo ello influyendo sobre el proceso de mitosis a los
hepatocitos. Los factores de crecimiento, como HGF y EGF (Epidermal Growth Factor),
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tienen un importante papel en el inicio y la progresion de la RH, otros, como TGF-B y
BMPs (Bone Morphogenetic Protein), permiten el control y la regulacion de la fase final
de la RH (Liu Q. et al., 2024).

El desarrollo de modelos animales modificados genéticamente, entre otros, ha sido
clave para poder demostrar la importancia de algunas de estas vias, como es el caso
de la via de HGF/Met. Usando el modelo murino clésico de regeneracion hepética tras
hepatectomia parcial, se ha demostrado que la ausencia de Met reduce la respuesta
regenerativa (Borowiak M. et al., 2004; Huh C. G. et al., 2004), de hecho, en ausencia
de Met los hepatocitos presentan una mayor sensibilidad a la muerte por apoptosis
mediada por Fas, junto con una mayor predisposicion a la necrosis hemorragica.
Cuando estos ratones deficientes en Met son sometidos a una dosis necrotizante de
CCl4, presentan una menor proliferacion de hepatocitos, una inflamacion persistente, y
una produccién aumentada de osteopontina, presentando un déficit marcado en la
remodelacién tisular (Huh C. G. et al., 2004). La eliminacion del ligando, HGF, en lugar
del receptor Met, en higado, tiene un efecto similar (Nejak-Bowen K. et al., 2023). Por
el contrario, la sobreexpresion de Met en modelos murinos transgénicos implica una
regeneracion mediada por hepatocitos incrementada, con mayor proliferacién y mas
eficiente recuperacion del volumen hepético (Shiota, G., 1994). En numerosos modelos
murinos, HGF ha demostrado su capacidad promotora de la supervivencia celular,
regeneracion de tejido hepético y su actividad supresora de inflamacion crénica
(Nakamura T. et al., 2011). Ademas, en un meta-analisis de datos de la literatura se ha
evaluado el uso de HGF recombinante humano como estrategia terapéutica para frenar
el desarrollo de fallo hepéatico en pacientes, concluyendo que el HGF induce la
proliferacién de hepatocitos y evita la pérdida de volumen celular, contribuyendo asi a
una menor mortalidad en los pacientes afectados (Hoffmann K. et al., 2020).

A pesar de que la proliferacion de las células maduras hepaticas es el principal
mecanismo de compensaciéon en la RH tanto en un dafio hepatico agudo como crénico
(Huang R. et al., 2022), cuando el dafio persiste de forma crénica, se sobrepasa la
capacidad regenerativa de éstas. El recambio celular sostenido y la respuesta
regenerativa continua provocan que los hepatocitos terminen exhaustos, y en esta
situacion se puede dar la activacién de células progenitoras hepaticas (CPH). Estas
células, también conocidas en modelos murinos como células ovales (de sus siglas en
inglés: oval cells, OC) por la forma ovalada de su nacleo, actuarian como segunda linea
de defensa en respuesta a un dafio, independientemente de su origen (Clouston A. D.,
et al.,, 2005; Lu W. Y. et al., 2015). La proliferacion y diferenciacion de CPH/OC a
hepatocitos o colangiocitos; va acompafiada de una reaccion inflamatoria crénica, por
reclutamiento y activacion de células del sistema inmunitario endégenas y exdgenas,
con la liberacién de mediadores pro y anti-inflamatorios que intentan restablecer la
homeostasis tisular frente a un dafio crénico (Hora S. & Wuestefeld T., 2023). Sin
embargo, esta RH crénica es ineficiente y fallida, y generalmente deriva en la aparicion
de fibrosis, por activacion de las células estrelladas que se convierten en
miofibroblastos, principales células productoras de matriz extracelular. La fibrosis puede
progresar a cirrosis y en algunos casos al desarrollo de cancer hepatico (Huang R. et
al., 2022). Como se ha mencionado anteriormente, en la Figura 5, se muestran los tipos
celulares predominantes implicados en la RH durante un dafio agudo o crénico.
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5. Células progenitoras hepaticas.

El higado reacciona ante un dafio cronico con un amplio espectro de respuestas que
incluyen inflamacion, regeneracién de hepatocitos, fibrosis y reacciéon ductular. Esta
tltima hace referencia a la aparicion de estructuras proliferativas ductulares que invaden
las regiones periportales y el parénquima. Esta reaccion se observa frecuentemente en
las ECH, incluyendo la enfermedad alcohdlica hepatica, y las enfermedades
colestasicas, como CEP y CBP, y se considera que juega un papel importante en la
regulacion de la respuesta regenerativa (Sato K. et al., 2019). Las CPH/OC son, junto
con los colangiocitos, los principales elementos de la reaccion ductular, y por ello, se
piensa que pueden tener un papel clave en el desarrollo y la evolucion de la enfermedad
colestasica cronica. Los hepatocitos, las células estrelladas y las células de Kupffer
también estan involucradas en el desarrollo de la reaccién ductular, contribuyendo a la
aparicion de hiperplasia en los ductos biliares. De hecho, la reaccion ductular también
se ha asociado a fendmenos de transdiferenciacién de hepatocitos a colangiocitos. Sin
embargo, la reaccion ductular inicialmente presentada como un mecanismo de
regeneracion tisular del higado, puede derivar en inflamacién crénica y desarrollo de
fibrosis (Mavila N., 2024).

Las CPH/OC conforman una poblacion heterogénea de células en diferentes estadios
de diferenciacion, caracterizadas por cambios fenotipicos dindmicos durante su
expansion. Las CPH/OC tienen capacidad bipotencial, siendo capaces de diferenciarse
a hepatocitos o colangiocitos dependiendo del ambiente externo al que estén expuestas
(Duncan A. W. et al., 2009). Su origen es aun controvertido en la actualidad, aunque la
mayoria de los autores defienden que proceden de células madre quiescentes
localizadas en el Canal de Hering (Fausto N. & Campbell J.S., 2003), aunque en
estudios recientes postulan que células hepaticas como los hepatocitos, colangiocitos o
miofibroblastos pueden ser inducidas a un estado similar a una célula progenitora a
través de transiciones que se producen en algunas circunstancias concretas (Chen J. et
al, 2017).

Las CPH/OC han demostrado su capacidad proliferativa en un contexto de dafio
hepatico crénico, tanto en ratones como en humanos, aungue parece que tienen una
menor eficiencia de implantacién y de repoblacién que los hepatocitos maduros (Cantz
T. et al., 2008). Sin embargo, el papel de las CPH/OC durante la regeneracién hepatica
es actualmente objeto de debate. Por un lado, esta aceptado que estas células
participan en el remplazo de hepatocitos y colangiocitos cuando la regeneracion
fisioldégica se agota y falla; por otro lado, existen estudios que demuestran que las
CPH/OC apenas contribuyen a restaurar el contenido celular del higado. Es mas, se ha
propuesto una asociacion directa entre la expansion de las CPH/OC y la progresion de
la fibrosis hepética (Clouston A. D. et al., 2005; Kuramitsu K. et al., 2013). También se
ha descrito que estas células pueden actuar como células iniciadoras de un proceso de
hepatocarcinogénesis (Kohn Gaone J. et al., 2016), aunque algunos trabajos apoyan
que el carcinoma hepatocelular deriva principalmente de hepatocitos y no de CPH/OC,
y éstas serian las responsables de otros tipos de tumores hepéticos, como el
colangiocarcinoma hepatocelular combinado (Holczbauer A. et al., 2021). Todas estas
evidencias apoyan la teoria de que las CPH/OC desarrollan una respuesta que es
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altamente contexto-dependiente existiendo un nimero de factores de crecimiento que
ayudan a mantener las propiedades de las CPH/OC y contribuyen a mantener un
balance entre activacion, proliferacion y diferenciacién de estas células.

Segun la teoria clasica, tras la activacion de sus precursores, se produce la expansion
de CPH/OC, las cuales proliferan, migran al parénquima hepatico y finalmente se
diferencian a hepatocitos y/o colangiocitos en funcién de los mediadores y sefiales
presentes en el microambiente, también denominado nicho. Con todo esto, la respuesta
de las CPH/OC puede dividirse en cuatro etapas: activacion, proliferacion, migracion y
diferenciacion (Miyajima A. et al., 2014). El microambiente participa en la evolucién de
las diferentes fases mediante la presencia de determinados tipos celulares,
componentes de la matriz extracelular, factores de crecimiento, citoquinas y otras
moléculas con actividad biolégica (Chen J. et al., 2017).

Entre los factores de crecimiento implicados en esta modulacién caben destacar
factores de crecimiento, como el HGF, el TGF-B, el EGF, el factor de crecimiento
transformante-alfa (Transforming Growth Factor a, TGF-a) o el factor de crecimiento del
tejido conectivo (Connective Tissue Growth Factor, CTGF), la proteina morfogenética
0sea-9 (Bone Morphogenetic Protein 9, BMP9) , entre otros; citoquinas como IL-6, TNF-
a, interferon gamma (IFN-y) o el inductor débil de apoptosis similar al factor de necrosis
tumoral (TWEAK); hormonas como la somatostatina o la insulina; adipoquinas como la
leptina; quimioquinas como el factor 1 derivado de células estromales (SDF-1) o
neurotransmisores como la serotonina, la epinefrina o la norepinefrina (Kaur S. et al.,
2015; Lukacs-Kornek V. & Lammert F., 2017; Addante A. et al., 2018). Por ultimo, los
morfégenos (factores que desempefian un papel fundamental durante el desarrollo
embrionario) como Wnt, Notch y Hedgehog, son reguladores clave de la respuesta de
las CPH/OC tal y como han puesto de manifiesto estudios in vivo e in vitro (Behari J.,
2010; Darwiche H. et al., 2011; Chen J. et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Activacion y diferenciacién de las CPH/OC. Esquema representativo de la
activacion y diferenciacion de CPH/OC en hepatocitos y colangiocitos en el microambiente
presente en un dafio hepatico, proceso regulado por factores de crecimiento, mediadores
inflamatorios y citoquinas, presentes en el microambiente. Adaptado de: Tanaka M. et al., 2011.
Creado con: BioRender.com.
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Muchos modelos experimentales se han utilizado para el estudio de la expansion de las
CPH/OC, uno de los mas empleados es la administracion de 0,1% de 3,5-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) en la dieta habitual de los modelos de ratén. El
DDC es una hepatotoxina porfirinogénica (Preisegger K.H. et al., 1999), actia como
inhibidor de la enzima mitocondrial ferroquelatasa promoviendo asi la acumulacion de
protoporfirinégeno. Este compuesto se acumula en el citoplasma de células hepaticas y
es eliminado principalmente mediante excrecién biliar debido a sus caracteristicas
hidrofébicas. Durante la secrecion biliar del compuesto, se produce la precipitacién y la
formacion de cristales en el canaliculo biliar produciendo finalmente obstruccion del
arbol biliar y como consecuencia, la instauracion de colestasis. En el tejido dafiado se
genera una reaccién ductular, pericolangitis y fibrosis periportal similar a la enfermedad
de CEP humana (Delire B. et al., 2015).

6. Via de HGF /Met.

Dentro de los diversos factores y mediadores quimicos que regulan la fisiologia
hepatica, en particular la regeneracién hepética, y la biologia y funcion de los
hepatocitos y las CPH/OC, esta el HGF, ligando del receptor tirosina quinasa Met. El
papel critico de la via de HGF/Met en la regulacion de la biologia de las células hepaticas
y en el control de la regeneracion hacen de esta via un interesante objeto de estudio
(Zhao Y., 2022). Entre las funciones del HGF en el higado, cabe destacar su actividad
como mitdgeno inductor de proliferacion; de hecho, el HGF fue descubierto como un
fuerte mitégeno de hepatocitos (Miyazawa K. et al., 1989; Nakamura T. 1989). Ademas,
promueve supervivencia celular, aumenta la capacidad de migracién e invasion celular
y es un importante modulador de la morfogénesis (Gohda E. et al, 2002).

El HGF, en humanos, esta codificado por el gen localizado en el brazo largo del
cromosoma 7, locus 7¢g21.1, es sintetizado por células mesenquimales y se almacena
en su forma precursora o pro-HGF, en la matriz extracelular. Esta forma precursora
consta de 728 residuos de aminoacidos, incluyendo la secuencia sefial y el péptido que
contienen las subunidades a y B (Naldini L., 1992; Nakamura T. & Mizuno S., 2010). Es
una glicoproteina similar a los factores de coagulacion y de fibrinolisis como el
plasmindgeno. La activacion del pro-HGF se debe al efecto proteolitico del activador del
plasmin6geno de tipo uroquinasa (uroquinase-type Plasminogen activator, uPA)
(Nakamura T., 1989).

Tras una lesion hepatica aguda se produce un aumento brusco (10 a 20 veces) del HGF
plasmatico. Dicha elevacion se debe a la liberacion del HGF almacenado en la matriz
extracelular y a la sintesis de novo por los macrofagos estimulados por la IL-6 y el TNF-
a, las células estrelladas hepéticas y las células endoteliales sinusoidales (Cienfuegos
J. A. et al., 2014; Zhang C. et al, 2024).

El HGF maduro es un heterodimero de 697 residuos de amino&cidos, cuyas

subunidades a y B estan unidas por un puente disulfuro. La cadena a esta formada por
463 residuos de aminoécidos, contiene cuatro dominios tipo Kringle (K1-K4) y un bucle
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de tipo hairpin (hairpin loop). La cadena (3 esta formada por 234 residuos de aminoacidos
(Figura 7).
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Figura 7. Estructura del HGF. HGF es un heterodimero formado por una cadena ay . Tiene
seis dominios: dominio amino terminal tipo hairpin loop (HL), cuatro dominios tipo Kringle (K1-
K4) y un dominio de homologia tipo proteasa de serina (SPH, serine protease homology).
Adaptado de: Nakamura T., 1989. Creado con: BioRender.com.

El HGF actla a través de su receptor MET, producto del protooncogén c-Met, que en
humanos esta localizado en el locus 7q31 del cromosoma 7, y que da lugar a un
polipéptido de 150 kDa que después de su glicosilacion y procesamiento proteolitico,
genera el receptor heterodimérico maduro formado por las subunidades a-3, expresado
fundamentalmente en células epiteliales. La cadena a extracelular queda unida por un
puente disulfuro a una cadena transmembrana B de 140 kDa, la cual contiene multiples
sitios de regulacion por fosforilacion (Figura 8). La region extracelular del receptor
contiene un dominio SEMA (Semaphorin domain), un dominio PSI (plexin-semaphorin-
integrin domain) y cuatro dominios tipo IPT (inmunoglobulin-like domain shared by
plexins and transcriptional factors).

Tras la union del ligando, dos moléculas del receptor dimerizan, y se produce la
autofosforilacién de las tirosinas 1230, 1234 y 1235 localizadas dentro del bucle de
activacion del dominio catalitico con actividad tirosina quinasa. Esto conduce a la
activacion de las cascadas de sefializacion asociadas a este receptor: la cascada de las
quinasas activadas por mitogenos (MAP quinasas, ERK/MAPK) que, a su vez, estimulan
factores de transcripcion citosoélicos (como AP-1) relacionados con proliferacion y
supervivencia celular. Ademas, el HGF sefializa a través de los factores de transcripcion
STAT3, NF-kBy la B-catenina. La unién del HGF con su receptor, resulta en fosforilacion
la B-catenina, lo que facilita su traslocacion al nucleo y regula la expresién de ciclina D
necesaria para la transicion G0-G1 del ciclo celular para continuar con el proceso de
mitosis (Cienfuegos J. A. et al., 2014).
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Figura 8. Estructura de Met. Receptor heterodimérico formado por una cadena a extracelular
y una cadena [ transmembrana, unidas por un puente disulfuro. La regién extracelular esta
compuesta por tres regiones: dominio SEMA, dominio PSI y dominios IPT. En la regién
intracelular, se muestran los principales sitios de autofosforilacion tras la unién a su ligando HGF.
Las tirosinas 1230, 1234, 1235 se localizan en el dominio catalitico. Las tirosinas 1349 y 1356 se
localizan en el sitio de unidon multisustrato. En el dominio yuxtamembrana se localiza la serina
975y la tirosina 1003 que al ser fosforiladas conducen a la degradacion del receptor. Adaptado
de: (Trusolino L. et al., 2010). Creado con: BioRender.com.

Adicionalmente, la fosforilacion de los residuos 1349 y 1356 generan un sitio de anclaje
para el reclutamiento de proteinas adaptadoras de la transduccién de sefales (Figura
9). Particularmente la fosforilacion en la tirosina 1313 genera un sitio de union por la
fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) activando esta cascada, mientras en el sitio de unién
multisustrato, la fosforilacion de las tirosinas 1349, y 1356 conduce al acoplamiento de
proteinas como SHC (Src homology 2 domain-containing transforming protein), SRC
(Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src), GAB1 (GRB2 associated binding protein
1), GRB2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2), SHP2 (Src Homology region 2
domain-containing Phosphatase-2), o la activacion de proteinas como fosfolipasa C-y
(PLC-y) o FAK (Focal Adhesion Kinase), entre otros (Bertotti A. & Comoglio P. M.,
2003). También activa rutas como las gobernadas por PKC (Protein Kinase C) que
conducen a la regulacion y activacion de factores como Nrf2 que inducen la expresion
de enzimas antioxidantes y regulan el metabolismo del glutatién, estimulando la
supervivencia celular y la reparacion del tejido dafiado.

Por otro lado, es interesante comentar que los niveles de expresion de Met en la
superficie celular estdn finamente regulados por otros eventos, como, por ejemplo, el
desprendimiento extracelular, la escision intracelular y la degradacion mediada por
ubiquitina. Todos estos procesos regulan la fuerza de la activacion de Met y la
consiguiente robustez de las sefiales dependientes de esta via (Trusolino L. et al., 2010).
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disparadas por
HGF/Met. Receptor Met
heterodimérico dimerizado
tras la unién de HGF. La
fosforilacion de residuos
especificos de Tyr
conducen al reclutamiento
de efectores y proteinas
adaptadoras para la
iniciacion de las diferentes
vias de  sefalizacion
asociadas, incluyendo
ERK/MAPK, PI3K, p38,
NF-kB, STAT3, PLC-y,
FAK y PKC. Adaptado de:

Trusolino L. et al., 2010;
- Huh C.G., 2004. Creado

con: BioRender.com.

El HGF cumple diversas funciones en la fisiologia hepética principalmente manteniendo
el control del volumen celular hepéatico. Como se ha mencionado anteriormente en el
apartado 3, el HGF estd implicado en la RH. Ante una lesiébn hepatica,
independientemente de su naturaleza, aumentan los niveles de HGF tanto en el
endotelio hepdético (secretado principalmente por células de Kupffer y células
estrelladas) como en plasma (Maher J. J.,1993). En la etapa inicial de la RH, el HGF
promueve la proliferacion de los diferentes tipos celulares implicados, principalmente
hepatocitos, potenciando el crecimiento y supervivencia mediante la activacién de vias
como PI3K/AKT, STAT3 y Ras/Raf. Ademas, el HGF interacciona con TGF-a para
estimular la sintesis de ADN en hepatocitos y promover la progresion del ciclo celular.
En modelos de ratén, la via de HGF puede ser activada mediante el UDCA y PDGF
(Platelet Derived Growth Factor) promoviendo la proliferacion de hepatocitos,
contribuyendo a la RH (Dong X., 2019). Ademas, se ha demostrado que la inhibicién de
la liberacion de CCL5 (C-C Motif Chemokine Ligand 5) promueve la liberacion de HGF
por parte de macréfagos (de una forma dependiente de FoxO3a) estableciendo el inicio
de la RH (Huang M. et al., 2022).

Por todo lo anteriormente mencionado, la via de HGF/Met presenta un papel crucial en
la RH, modulando la proliferacion celular y la supervivencia de los hepatocitos (Mao S.
A., 2014; Hoffmann K. et al., 2020).

Como se comentaba previamente (apartado 3 de esta memoria), el desarrollo de
distintos modelos knockout de Met o HGF ha permitido demostrar de forma clara el papel
esencial de esta via en RH. Es interesante destacar que este papel esencial no solo se
manifiesta en la regeneracion mediada por hepatocitos, sino también en la mediada por
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CPH/OC, siendo asimismo en este contexto una de las principales respuestas frente al
dafio (Ishikawa T., 2012). En lo referente al papel especifico que ejerce esta via en la
regulacién de las CPH/OC, estudios realizados en nuestro laboratorio han evidenciado
su actividad mitogénica y antiapoptética que protege del estrés oxidativo y/o la muerte
celular inducida por TGF- o BMP9 en estas células (del Castillo G. et al, 2008; Martinez
Palacian A. et al, 2013; Addante A. et al., 2022). Ademas, aumenta su capacidad
migratoria e invasiva (Suéarez Causado A. et al., 2015), y detiene la senescencia inducida
por tratamiento prolongado con TGF-B, permitiendo la expansién celular tras la
transicion epitelio mesénquima (Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT) inducida
por TGF-B, y favoreciendo el potencial regenerativo de las mismas (Almalé L. et al,
2019).

A pesar de que el HGF es principalmente conocido por su funcién proregenerativa, los
modelos knockout de Met o HGF también demostraron su papel esencial durante el
desarrollo embrionario (Uehara Y. et al., 1995). Ademas, la participacién de este factor
en la transicion epitelio-mesénquima de diversos tipos celulares ha llevado al estudio de
su implicacion en el desarrollo, progresién y metastasis de diferentes tumores,
incluyendo el carcinoma hepatocelular (de sus siglas en inglés, HCC). De hecho, su
capacidad de induccion de proliferacion, migracion, invasion celular y metastasis lo ha
convertido en un foco de interés como candidato central en el avance del HCC. Incluso,
tanto el HGF como la expresién de Met, se han propuesto como marcadores pronostico
de tumores hepaticos y se han relacionado con diversas resistencias a farmacos
antitumorales (Wang H. et al., 2020). No obstante, conviene sefialar que los estudios
sobre el efecto de la inactivacibn o sobreexpresion de HGF o Met sobre la
hepatocarcinogénesis han revelado resultados discordantes que otorgan tanto un papel
protumoral como antitumoral (Giordano S. & Columbano A., 2014), y las razones para
esta discrepancia aun no estan claras. A pesar de ello, y de los datos clinicos poco
prometedores con los inhibidores de la via, esta via sigue siendo considerada una diana
interesante en HCC. Las principales funciones de HGF en células hepaticas quedan
resumidas en la Figura 10.

Proliferacion

Efecto =
antiapoptotico L._
Efectos del HGF
en células
hepaticas
Diferenciacién
Figura 10. Principales # i
funciones de HGF en ‘
células hepaticas.
. Efecto
Esquema representativo de antioxidante ® @

las principales funciones de
HGF en células hepaticas.

Creado con: BioRender.com. Disarmiia; vegensracida:y

oncogénesis

47



7. Via de TGF-f.

El TGF-B es una citoquina multifuncional presente en practicamente todas las células y
tejidos. Pertenece a una superfamilia que en el genoma de los mamiferos contiene 33
miembros diferentes conocidos donde se incluyen isoformas del TGF-B (TGF-B1 es la
mayoritaria, TGF-B2 y TGF-B3, las cuales son codificadas por genes ubicados en
diferentes cromosomas, 19913, 1941 y 14g24), BMPs, activinas, inhibinas y GDFs
(Growth Differentiation Factors) (Morikawa M. et al., 2016). La sefializacién del TGF-3
dispara en las células una serie de efectos contexto dependientes, entre los que cabe
destacar programas de desarrollo, proliferacion, diferenciacién y control de las
propiedades fenotipicas celulares. Los efectos del TGF- en el higado, al igual que en
otros tejidos, pueden catalogarse de pleiotrépicos dado que puede ejercer una gran
variedad de efectos, incluso, efectos opuestos dependiendo del ambiente celular en el
que se encuentre (Massagué J., 2012).

Los ligandos de TGF-f son sintetizados como precursores polipeptidicos compuestos
por tres segmentos: extremo amino-terminal, segmento precursor (péptido asociado a
latencia, Latency associated Peptide, LAP) y extremo carboxi-terminal. Para que el TGF-
B pueda unirse a su receptor, el segmento precursor debe ser eliminado en el aparato
de Golgi, posteriormente activado en la matriz extracelular mediante la accién de
integrinas y proteasas como la plasmina o la trombospondina y finalmente se formaran
dimeros estabilizados mediante puentes disulfuro (Massague J., 2012). Este dimero se
va a unir a sus receptores localizados en la membrana plasmatica. Asi el TGF-3 se une
a un complejo heterotetrdmerico formado por dos receptores tipo | (TBRI) y dos
receptores tipo Il (TBRII), con actividad serina treonina quinasa. Existe un tercer tipo de
receptores, receptores tipo Il (B-glicano y endoglina), cuya principal funcién es actuar
Como receptores accesorios 0 co-receptores, presentando el ligando al complejo
receptor y favoreciendo la estabilizacién del heterotetramero de receptores 1 y Il, aunque
avances recientes indican funciones adicionales dependientes e independientes de
ligando (Bernabeu C. et al., 2009). Una vez que el ligando se uni6 a sus receptores, se
inicia la transduccién de sefiales a través de las proteinas Smad (acrénimo fusién de:
Caenorhabditis elegans Sma genes and the Drosophila Mad, Mothers Against
Decantaplegic homolog), que se translocan al nlcleo para regular la transcripcion de
genes diana.

Dos moléculas de TGF-B, formando un homodimero, se unen a sus receptores, el
receptor de tipo Il (TRRII) fosforila y activa al receptor de tipo |, (TBRI) en una regién rica
en residuos de serina y treonina (dominio GS) insertada en el dominio con actividad
guinasa. Esto provoca un cambio conformacional que permite la activacion del receptor.
El TBRI recluta y activa a miembros de la familia Smad, concretamente miembros de la
subfamilia funcional R-Smad (receptor-activated Smad), que son fosforilados en el
extremo carboxi-terminal. La R-Smad fosforilada sufre un cambio conformacional que le
permite asociarse a otra proteina Smad, que pertenece a la subfamilia Co-Smad
(Common Smad), Smad 4, y este complejo heterotrimérico (2 R-Smads:1 Co-Smad) se
transloca al nudcleo, donde uniéndose a diferentes factores de transcripcion, co-
activadores y co-rerepresores, controlan la transcripcion de genes especificos. La
tercera clase de Smads son los I-Smad (Inhibitor Smad) que participan como
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reguladores negativos de esta via de sefializacién. En este grupo estan las Smads 6 y
7. TGF-B y otros factores son capaces de inducir la expresion de Smad 6 y 7 como
mecanismo de retroalimentacion negativa (Denissova N. G., 2000). También se puede
regular negativamente la sefializacion mediante otros mecanismos, como la endocitosis
del receptor (Kamato D. et al., 2013) (Figura 11).

Ademas de la via candnica descrita, mediada por Smads, existen vias nho candnicas
disparadas por TGF-B. Estas vias se activan a través de la interaccion entre los
miembros de la respuesta candnica con otras vias de sefalizacion y/o a través de la
capacidad de los receptores de TGF-f para activar otras moléculas de sefializacion.
Entre esas vias no canodnicas cabe destacar la activacion de MAPK (ERK, c-Jun N-
terminal kinase (JNK) y p38); la via mediada por el factor nuclear NF-kB, JAK/STAT y
PISK/AKT (Heldin C. & Moustakas A., 2016). También aquellas mediadas por GTPasas
pequenas tales como RhoA (Ras homolog family member A), RhoB (Ras homolog family
member B), Rac (Ras related C3 botulinum toxin substrate) y CDC42 (Cell Division
Control Protein 42) implicadas en la reorganizacion del citoesqueleto, procesos de
motilidad y expresion de genes mediante cascadas de sefalizacion independientes de
Smad (Tie Y. et al., 2022).
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Figura 11. Vias de sefializacion can6nica y no canénicas disparadas por TGF-B.
Representacion esquematica de las principales vias disparadas por TGF-. El dimero de TGF-B
se une al complejo formado por el receptor TBRI y TBRII para la activacion de la via candnica
mediada por Smad2/3 y Smad4 y las vias no canénicas. Adaptado de Budi E. H. et al, 2017.
Creado con: BioRender.com.
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Entre las funciones descritas por la accibn de TGF-B en células hepaticas
parenquiméticas cabe destacar su actividad inhibidora de crecimiento, mediada
principalmente por inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDK inhibitors)
(Morikawa et al., 2016). Su actividad proapoptética depende del tipo celular y el
ambiente circundante. Para llevarla a cabo, el TGF-B puede interactuar con rutas de
receptores de muerte celular, la via del ligando Fas (FasL) o la via mediada por TNF-a.
Asimismo, la activacion de la via candnica de TGF-B est4 relacionada con la expresion
de genes diana implicados en muerte celular como TIEG1 (TGF-B-inducible early
response gene I) y DAP-quinasa (Death-Associated Protein kinase). El TGF-B también
podria inducir apoptosis por via mitocondrial, con la participacion del citocromo c, y
actuando sobre la expresion, localizacién y activacion de proteinas de la familia BCL-2
(B-Cell Lymphoma 2) con actividades pro- y antiapoptoticas (Zhang et al., 2017; Deng
Z. et al., 2024). El TGF-B también ha mostrado capacidad de producir radicales libres
de oxigeno y estrés celular mediante la induccidn de sistemas enzimaticos tipo oxidasas
dependientes de NADPH (Nox), y la regulacion a la baja de genes implicados en la
defensa frente al dafio oxidativo, siendo por tanto este estrés oxidativo, responsable de
la muerte celular (Sanchez A. et al, 1996; Herrera B. et al., 2001; Espinosa Sotelo R. et
al., 2023).

Ademas, el TGF- se ha descrito como mediador de la EMT, proceso biolégico que
permite a una célula epitelial adquirir propiedades y capacidades de una célula
mesenquimatica. Este proceso implica una reorganizacion celular interna, con pérdida
de la polaridad celular y de las uniones intercelulares, una disminucion de la expresién
de marcadores epiteliales como E-cadherina y un aumento de marcadores
mesenquimales, como la N-cadherina, adquiriendo la célula un fenotipo mesenquimal
asociado con un aumento de su capacidad migratoria, e invasiva, y confiriendo
resistencia a la apoptosis. Este proceso es la consecuencia de una reprogramacion de
la expresién génica mediada por factores de transcripcion como SNAIL, ZEB y TWIST
(Wang R., 2015; Deng Z. et al., 2024; Lamouille S. et al., 2014). De este modo,
modulando la EMT, el TGF-B también tiene impacto en el proceso de diferenciacion
celular de hepatocitos y CPH/OC.

A través de estas actividades, el TGF-f juega papeles clave en diferentes aspectos de
la patologia hepatica, tanto en los procesos de regeneracion como en la respuesta al
dafo. Asi, el TGF-B participa en procesos inflamatorios como inmunomodulador, en la
angiogénesis y en la activacion de fibroblastos durante el desarrollo de fibrosis. Durante
el proceso de RH, el TGF-B es capaz de estimular fibroblastos, y células estrelladas
hepaticas, para que comiencen a proliferar y producir colageno, fibronectina, MMPs
(Matrix metalloproteinases), inhibidores de MMPs tales como TIMP-1 (Tissue Inhibitor
of MMPs- Type 1), e induce la liberacion del inhibidor del activador de plasmin6geno
(PAI-1, Plasminogen Activator Inhibitor 1). Este proceso contribuye al deposito y a la
remodelacién de la matriz extracelular durante el proceso de RH, siendo clave para la
respuesta fibrogénica, a la que contribuyen también induciendo apoptosis en los
hepatocitos y con sus efectos inmunomoduladores (Deng Z. et al., 2024; Caja L. et al,
2007; Caja L. et al., 2011). El estudio de los mecanismos moleculares ha revelado
asimismo que la induccion de estrés oxidativo, y en particular la induccion de NADPH
oxidasas, tanto en hepatocitos como en células estrelladas por TGF-B1 es esencial para
la respuesta profibrogénica (Crosas Molist E. & Fabregat I., 2015).
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El TGF-B, junto a otros factores (PDGF, VEGF, HGF, FGF, acidos biliares, etc) liberados
por las células en el microambiente hepatico durante el dafio crénico, asi como los
componentes de la matriz extracelular depositada en el higado, contribuyen también a
la regulacién de la activacion y proliferacion de las CPH/OC (Kaur S. et al, 2015; Garcia-
Saez J. et al, 2024). El microambiente especifico y la compleja red de interacciones
celulares y moleculares que se establece en él dictara la eficacia del proceso de
regeneracion y la amplitud y progresion del proceso fibrético.

Por ultimo, en este contexto es también importante destacar el papel dual reconocido
del TGF-B en el proceso de tumorigénesis, actuando como supresor de tumores en
etapas tempranas, sin embargo, en etapas tardias se ha descrito su capacidad
promotora e inductora de tumores en diversos tejidos, incluido el higado, un fenémeno
conocido como “la paradoja del TGF-B” (Buggiano V. et al., 2001, Massagué J., 2008).
La capacidad supresora de tumores a nivel hepatico mostrada por TGF-B, puede venir
explicada por la respuesta citostatica y proapoptoética inducida en células epiteliales
hepaticas y la modulacion de la senescencia en CPH/OC, que contribuyen al control del
volumen celular (Matsuzaki, K. et al., 2009; Deng Z. et al., 2024).

La activacion temprana de TGF-B induce la parada del ciclo y la muerte celular mediada
por la induccion de factores tales como pl5, p21, p27, la inhibicion de MYC y la
regulacién de miembros de la familia Bcl-2, entre otros mecanismos. Por el contrario, en
tumores hepéaticos avanzados, TGF-B muestra un efecto promotor de la invasion y
metastasis actuando a través de diversos mecanismos, que incluyen la promocion y
mantenimiento de EMT en hepatocitos y CPH/OC, y sus efectos proangiogénicos e
inmunoreguladores, especificamente inmunosupresores (Chen J., 2019).

La expresiéon de genes relacionados con TGF-B durante el desarrollo y avance del HCC
puede emplearse en la clasificacion y prediccién del prondstico de este. Asi, estudios
de gendmica funcional comparada revelaron dos firmas genéticas (temprana y tardia)
especificas de TGF-B, establecidas en lineas de hepatocitos primarios de ratén, que
permitian discriminar distintos tipos de HCC. Tumores que expresaban la firma tardia
mostraban un fenotipo con mayor capacidad invasiva y mayor recurrencia en la
aparicion de nuevos focos tumorales (Coulouarn C., 2008).

Ademas, los niveles circulantes y la expresion del TGF-B en higado estan elevados en
pacientes con HCC, habiéndose establecido una correlacién entre los niveles de TGF-B
y un peor pronostico (Devan A. R. et al, 2022). En conjunto, los estudios preclinicos y
clinicos apoyan que el TGF-B es un buen candidato como diana terapéutica en HCC, lo
gue ha llevado al desarrollo de ensayos clinicos enfocados a la inhibicién del TGF-B,
sola o combinada con otros abordajes, para el tratamiento del HCC avanzado (Wege
H., 2019; Cuesta A. M. et al., 2023).

La figura 12 resume los principales efectos del TGF-B en las células hepaticas,
implicados en su papel regulador durante el dafio hepatico, la regeneracion, la fibrosis
y la hepatocarcinogénesis.
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8. Respuesta antioxidante.

Fisiologicamente cerca del 1-2% del oxigeno molecular es convertido por mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos, a especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés
ROS, Reactive Oxygen Species) las cuales incluyen peréxido de hidrogeno (H20,),
anion superoxido (O2¢-), oxigeno molecular (O.) y radical hidroxilo (OHe) (Chen Z. et al.,
2020). Con el fin de evitar los efectos perjudiciales de estas moléculas, las células
contienen una bateria de defensas antioxidantes que comprenden componentes
enzimaticos y no enzimaticos. Entre las enzimas antioxidantes, la superéxido dismutasa
(SOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GSHPX) y la glutation reductasa (GR)
mantienen la principal actividad de detoxificacion. Las SOD1, 2 y 3, localizadas en el
citosol, mitocondria y de forma extracelular, respectivamente, conducen Ila
transformacioén del Oz¢- en H,0, (Su L. J. et al., 2019).

El H2O- es precursor de especies reactivas mas téxicas como el radical OHe, ya sea a
través de la reaccion de Fenton, que conlleva la oxidacion de Fe?* a Fe®*, o la reaccién
de Haber-Weiss, en la cual se generan radicales OHe a partir de H,O; y O,¢-, ambas
reacciones se pueden producir en células vivas de forma lenta, sin embargo, en
presencia de cationes divalentes como Fe?" (que actGan como catalizadores) estas
reacciones ocurren de forma mas rapida (Valko M. et al., 2007). Para compensar este
fendmeno, el H.O, y peroxidos organicos (R-OOH) generados durante un dafio por
estrés celular son transformados a productos no téxicos, (R-OH) y H>O, mediante la
accion de la catalasa o la GSHPx. La GSHPx emplea dos moléculas de glutation
reducido (GSH) para reducir H202, generando la forma oxidada de glutation (GSSG), el
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cual puede ser regenerado a GSH por la accion de la GR usando NADPH como donador
de electrones (Figura 13).

R-OOH R-OH + H,0

NADPH NADP+

Figura 13. Funciéon antioxidante del glutation. Representacion esquematica de la
conversion de peréxidos organicos (R-OOH) en intermedios metabdlicos (R-OH) y H2O mediante
la accion de la glutation peroxidasa empleando dos moléculas de GSH. Posteriormente, para
mantener el equilibrio redox, la enzima glutatién reductasa convierte el GSSG en GSH oxidando
una molécula de NADPH. Adaptado de Couto N., 2016. Creado con: BioRender.com.

El GSH es el principal tiol natural. Es producido en el citosol por la accién de dos
enzimas: la y-glutamil cisteina ligasa (y-GCL) que cataliza la formacion del dipéptido L-
y-glutamil-L-cisteina y por la glutatién sintetasa, la cual convierte este dipéptido en GSH
(L-y-glutamil-L-cisteina-glicina). La habilidad del GSH para hacer frente a los ROS no
esta restringido a su papel como un cofactor de GSHPX, sino que en si mismo posee
capacidad de secuestrar radicales libres, como sucede con otros antioxidantes no
enziméticos como la vitamina C, la vitamina E y el B-caroteno (Liu K. et al., 2019).

El factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2), es un factor de transcripcion que en
humanos esté codificado por el gen Nfe2l2. Ante la presencia de ROS, Nrf2 es liberado
de una proteina citosélica acoplada (Keapl) y translocado al nlcleo para promover la
expresion de enzimas y mediadores antioxidantes mediante la unién al elemento de
respuesta antioxidante (Antioxidant Response Element “ARE”) (Clavijo-Cornejo D. et al,
2013; Fuertes-Agudo, M. et al, 2023) (Figura 14). La activacién de Nrf2 ante un dafio
oxidativo supone una respuesta de defensa celular (Zhang Y. et al., 2020; McCord J. M.
et al., 2023), de tal forma que Nrf2 unido a los elementos ARE, promueve el aumento
de la expresion de enzimas implicadas en el metabolismo del glutation, como y-GCL y
GSHPx; y enzimas con capacidad intrinseca antioxidante como SOD, catalasa y hemo-
oxigenasa 1 (Heme Oxigenase Type 1, HO-1) (Espinosa-Diez C. et al., 2015; Maher J.
& Yamamoto M., 2010). Su capacidad de modular la expresion de un gran nimero de
genes ha hecho que se conozca como el ‘regulador maestro” de la respuesta
antioxidante. Es interesante mencionar que Nrf2 puede ser activado por PI3K y
diferentes estudios han demostrado que la via de PI3K/Akt juega un papel clave en la
regulacion de la respuesta antioxidante dependiente de Nrf2 (Hybertson B. M. et al.,
2011; He F. et al., 2020). Se ha demostrado que el pretratamiento de hepatocitos con
inhibidores de la via PI3K sometidos a estrés oxidativo, producido por bajas
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concentraciones de hexabromociclododecano, atenta la expresién de Nrf2 con una
menor activacion del sistema ARE (Zou W. et al., 2013). También se ha demostrado la
relevancia de la interaccion entre la via de PI3K y Nrf2 en la respuesta antioxidante
mediada por hemina en la produccién de proteinas antioxidantes (HO1, tiorredoxina y
peroxirredoxina-1) en células humanas de neuroblastoma (Kazuhiro N. et al., 2003).

ROS

y-GCL...... . Niveles de *
SELELE GSHPx glutatién

; Catalasa :

SOD .. i

= ;
Expresion génica RE’.SP':IEStﬂ
Mé; antioxidante
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Nucleo

Figura 14. Respuesta antioxidante mediada por Nrf2. Representacién esquematica de
la via de activacién del elemento de respuesta antioxidante (de sus siglas en inglés ARE) por
Nrf2 mediada por la presencia de ROS. La union de Nrf2 al elemento ARE conlleva la expresion
de cientos de genes, entre ellos, genes que codifican para enzimas implicadas en el metabolismo
del glutation y enzimas con actividad antioxidante. Adaptado de Clavijo-Cornejo D. et al, 2013;
Orozco-Aguilar J. et al, 2021. Creado con: BioRender.com.

Nrf2 se ha relacionado con la regulacién del equilibrio redox, la respuesta inflamatoria y
los niveles de acidos biliares durante la colestasis (He F. et al., 2020). Recientemente,
se ha demostrado que los acidos biliares acumulados en el higado durante la
enfermedad colestasica ademas de destruir el parénquima hepético, son capaces de
inducir respuestas proinflamatorias y activar la produccion de ROS (Orozco-Aguilar J. et
al, 2021; Perino A. et al, 2021). Al aumentar su concentracion en el citoplasma de los
hepatocitos, los acidos biliares inducen la formaciéon de poros en la membrana
mitocondrial, favoreciendo la liberacién del citocromo C al citosol, que junto con cambios
en la regulacion de proteinas de la familia Bcl-2, promueve el proceso de apoptosis ( Li
T. & Apte U., 2015). La destruccion de membranas celulares durante la colestasis por la
accion detergente de los &cidos biliares promueve fenédmenos de peroxidacion y la
acumulacién de peroxidos en las células afectadas (Sokol R., 1995). Algunos estudios
sugieren que la alteracion en la funcionalidad mitocondrial y la formacion de peréxidos
causada por los &cidos biliares son las principales causantes de citotoxicidad en los
hepatocitos durante la colestasis. Ademas, el aumento de acidos biliares conjugados
con taurina son causantes del aumento de la liberacion de malondialdehido, un
compuesto B-dicarbonilico producto de la peroxidacion lipidica que en un contexto de
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estrés celular se ha asociado con la reduccion de viabilidad en hepatocitos (Perez M.
J.et al, 2005; Orozco-Aguilar J. et al, 2021). Existen otros mecanismos que intervienen
en el estrés oxidativo inducido durante el proceso de colestasis. Asi, el hecho de que la
bilis que no es liberada de forma correcta al intestino, promueve el sobrecrecimiento de
diferentes especies bacterianas afectando a la barrera intestinal. El sobrecrecimiento
bacteriano implica una mayor facilidad de penetracion de lipopolisacaridos (LPS)
bacterianos (que actian como endotoxinas) en el torrente circulatorio. Los LPS activan
receptores tipo TLR4 (Toll-like receptor 4) implicados en la regulacién al alza de las NOX
aumentando la produccion de ROS y contribuyendo al dafio hepatico (Singh N. & Li L.,
2012).

Una activacion de Nrf2 sostenida en el tiempo durante el dafio hepético contribuye a
hacer frente al estrés oxidativo (Okada K. et al., 2009). En este sentido, en modelos de
raton de colestasis por ligacién del ducto biliar, se ha demostrado que una deficiencia
en Nrf2 contribuye a una deplecién de niveles de GSH y una reduccién en el flujo de
eliminacion de acidos biliares (Weerachayaphorn, J. et al., 2012). La activacién de Nrf2
durante la colestasis se ha relacionado con la modulacién del transportador BSEP
(Stieger B. & Meier P.J., 2011), y de los transportadores multisustrato MRP2, 3y 4, que
sufren un aumento en su expresion cuando Nrf2 se activa, contribuyendo al transporte
de &cidos biliares, colesterol y bilirrubina. Asimismo, la activacion de Nrf2 se asocia con
una reduccion en la expresion de reguladores implicados en la sintesis de acidos biliares
como Cyp7al, la enzima limitante de la via de sintesis de acidos biliares, y el citocromo
8b (Cyp8b1l) (Ning C. et al., 2018).

Por otra parte, diferentes evidencias han sugerido un papel de Nrf2 en la
contrarregulacién del proceso de fibrosis hepéatica. La deficiencia de Nrf2 ha demostrado
ser una de las causas de desarrollo de fibrosis en modelos de dafio hepético (Xu D. et
al., 2019). Ademas, se ha descrito una interesante relacion o interaccion funcional entre
la via de Keapl/Nrf2 y las NOXs que lo que podria jugar un papel importante en este
contexto. Las enzimas NOX son importantes productoras de ROS en el higado,
expresadas principalmente en las células de Kupffer. Las células de Kupffer activadas
presentan un aumento de la expresién de NOX-2, junto con la liberacién de citoquinas,
moléculas de adhesion y ROS. Este fenébmeno contribuye a la activacion de células
estrelladas y la acumulacion de matriz extracelular, lo que estd estrechamente
relacionado con la fibrosis hepatica (Luangmonkong T. et al., 2023). Algunas evidencias
apuntan a una correlacion negativa entre los niveles de Nrf2 y NOX2, y por otra parte,
NOX4 puede conducir a la activacion de Nrf2 mediante la produccion de ROS (Szanto
l., 2022). Otras evidencias sugieren la probable relacion de Nrf2 y el factor NLRP3
(Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor 3) el cual, activa la respuesta
inflamatoria, incrementando los niveles de IL-1p y promoviendo la activacion de células
estrelladas (Shi Y. S. et al., 2020). La induccion de Nrf2 puede inhibir la activacion de
NLRP3, reducir la expresion de IL-1B y de TGF-, suprimiendo la activacion de células
estrelladas y promoviendo la degradacién de colageno en el higado (Meakin P. J. et al.,
2014). La activacion de la via Nrf2/ARE y la induccion de enzimas antioxidantes de
forma indirecta regula la expresién de proteinas de la familia Bcl-2, como Bax (Bcl-2
asociated X protein), contribuyendo a atenuar el dafio mitocondrial, el estrés oxidativo y
la apoptosis de hepatocitos, y en consecuencia aminorando el dafio colestasico y la
fibrosis (Cui D. & Yang B., 2016).
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Numerosas evidencias avalan que la via de sefializacion disparada por el HGF y su
receptor Met, desempefia un papel fundamental en la regeneracion del higado tras un
dafio crénico a través de sus actividades mitogénicas, de supervivencia y morfogénicas
sobre los hepatocitos y las CPH/OC. Sin embargo, su papel regulador especifico de
contexto y los mecanismos moleculares que subyacen a sus efectos pro-regenerativos
no estan totalmente dilucidados. Ademas, las evidencias también indican que una
respuesta desequilibrada puede tener efectos negativos.

Bajo la premisa de que un conocimiento profundo del funcionamiento de la via es
relevante desde el punto de vista del disefio de estrategias terapéuticas en la
enfermedad hepatica, el objetivo general de este estudio es avanzar en esa direccion,
mediante, por una parte, el andlisis del impacto de la sobreexpresién de Met en el
contexto de la respuesta regenerativa tras un dafio crénico y su efecto en la funcion de
los hepatocitos y las CPH/OC, y por otra, el analisis de la respuesta transcripcional
inducida por HGF en CPH/OC, con el fin de identificar posibles dianas de accion.

Para abordar este objetivo general, se plantean dos objetivos concretos:

Objetivo 1: Estudiar el proceso de regeneracion hepatica en ratones que sobreexpresan
el receptor de Met (Tg Met) sometidos a un dafio colestasico crénico y dilucidar los
mecanismos que subyacen a los efectos provocados por la sobreexpresion de Met.

Objetivo 2: Estudiar el perfil de genes regulados por la via de HGF/Met en las CPH/OC
mediante un andlisis transcriptomico por tecnologia de alto rendimiento, asi como su
posible relevancia durante la respuesta regenerativa.
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1. Experimentacion animal.

1.1 Declaracion ética.

El uso de animales durante el proyecto cumplié con la legislacion institucional, estatal y
europea relativa a la viviseccion, el uso de organismos modificados genéticamente y el
cuidado y bienestar de los animales (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero; Directiva
Europea 2010/63/UE aprobada por el Parlamento Europeo y el Consejo de la UE el 22
de Septiembre de 2010). Los animales se mantuvieron en el animalario de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM), en un ambiente controlado de temperatura,
con ciclos de 12 horas de luz y oscuridad, y con acceso a dieta estandar y agua ad
libitum. Rutinariamente fueron analizados para la deteccién de patdégenos de acuerdo
con los procedimientos estandarizados de la Federacién de asociaciones europeas
dedicadas a la ciencia del animal de laboratorio (FELASA). Los protocolos y
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional y Regional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y la Consejeria de Medio Ambiente
y Ordenacion del Territorio de la Comunidad de Madrid (Orden ECC/566/2015) (Proex
129/16).

1.2 Generacion de ratones transgénicos Met.

Se ha empleado un modelo de ratén transgénico con sobreexpresion del receptor Met
en el higado generado en el laboratorio del Dr. F. Maina (Fan Y. et al., 2017). Para dicha
generacion, se cruzaron ratones que expresaban la recombinasa Cre bajo el promotor
de la albumina (Alb-Cre) con ratones R265°PMe (nomenclatura internacional
Gt(ROSA)26SormAct-MevFman 165 cyales portaban una secuencia stop flanqueada por
sitios LoxP y un transgén Met quimérico en el locus Rosa 26. Los ratones resultantes
presentan una sobreexpresion del transgén Met en niveles superiores al endégeno, en
células albamina positivas: Alb-R26™*" (Figura 15), denominados en el trabajo como
transgénicos Met (Tg Met). Por otra parte, los ratones empleados como control son los
R265PMet denominados como Wild Type (Wt).

R2g=topMet Alb-Cre Alb-R26M=

loxP loxP loxP

CMV/Bactin LacZ 3xpA I — Chiv/Bactin - —

RosaZé locus

Figura 15. Representacion esquematica de la generacién de ratones
transgénicos Met. Ratones inicialmente portadores del cassette LacZ-stop seguido de un
transgén Met quimérico (Rosa26 LacZ-stop-Met, llamados R26StPMet g W) se cruzaron (X) con
ratones Alb-Cre para dar lugar, tras la recombinacion mediada por Cre, a los ratones
transgénicos de Met en higado (llamados Alb-R26Meto Tg Met). Creado con: BioRender.com.
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1.3 Modelo de dafio hepatico inducido por la dieta
DDC.

Ratones Wt y Tg Met de entre 6-8 semanas de edad fueron aleatorizados en grupos
experimentales de cinco individuos y sometidos a una dieta normal (grupo control) o a
una dieta suplementada con un 0,1% de 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina,
abreviado como DDC (Sigma Aldrich), una dieta ampliamente empleada como modelo
de dafio hepético colestatico asociado con la expansion de CPH/OC (Preisegger K.H.
et al.,, 1999). La dieta fue producida por los laboratorios Envigo y adecuadamente
conservada en el laboratorio. Se recogieron muestras de suero y de tejido hepatico tras
2 y 6 semanas de tratamiento con una dieta DDC o tras una dieta control para realizar
posteriores andlisis (Figura 16).

Control

‘/\ » Semanas

Dieta DDC

Figura 16. Representacion esquemaética del protocolo experimental. Creado con:
BioRender.com.

1.4 Proceso de recogida de muestras.

Los ratones se anestesiaron por via inhalatoria con isoflurano (laboratorios Esteve) y
posteriormente se realizd una incisidn para acceder a la cavidad toracica y exponer el
corazén. La sangre se obtuvo por puncién cardiaca directa utilizando una jeringa
hipodérmica heparinizada de 1 ml y una aguja de calibre 25 mm. Tras coagulacion a
temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras a 300 x g y temperatura ambiente
durante 10 minutos para la separacion del suero. El suero se congelé de forma
inmediata a -80°C para posteriores analisis.

Los higados fueron pesados. Parte de algunos I6bulos hepéticos fueron seccionados
finamente y fijados en una solucion al 10% de formalina (Sigma-Aldrich) durante toda la
noche. Al dia siguiente, se lavaron 3 veces con tampoén fosfato salino (PBS) y después,
consecutivamente, con diferentes soluciones: PBS-30% sacarosa, PBS-20% sacarosa
y PBS-10% sacarosa. Posteriormente, el tejido fue embebido en parafina, y seccionado
(4 um) para posterior analisis inmunohistoquimico. La preparacion de los bloques de
parafina y la tincion Hematoxilina-Eosina (H&E) se realiz6 en el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinica Universidad de Navarra (CUN), en colaboracién con el
Dr. Julidn Sanz. El resto del higado fue inmediatamente congelado en nitrégeno liquido
y conservado a -80°C para ser utilizado en la extraccion de ARN y proteina.
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1.5 Calculo de la relacion entre el peso del higado y el
peso del cuerpo.

La relacion entre el peso del higado y el peso del cuerpo (liver to body weight ratio) fue
calculada siguiendo la siguiente férmula matematica: % = 100 x LW/BW, donde LW es
el peso del higado y BW es el peso del cuerpo del animal, en el momento del sacrificio.

1.6 Analisis de marcadores séricos.

Las actividades de las enzimas marcadoras de dafilo hepatico aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina, y la
concentracion de bilirrubina total, fueron analizadas por el Laboratorio Echevarne a partir
de los sueros obtenidos.

1.7 Analisis morfométrico cuantitativo de la
expansion de CPH/OC.

Se utilizé el software ImageJ para cuantificar la expansién de las CPH/OC a partir de los
cortes histolégicos tefiidos con H&E. Las areas de expansion de CPH/OC de 10 campos
periportales no superpuestos de cada animal (3-5 animales por grupo) fueron
delimitadas y medidas con un aumento 10X, y después normalizadas por el tamafio del
area portal. Los datos se expresan como el valor medio relativo del area de expansion.
Las fotografias fueron tomadas con un microscopio Eclipse TE300, Nikon acoplado a
una camara Nikon Digital Sight DS-UZ2.

1.8 Analisis histopatoldgico. Tincion de Rojo Sirio
(Sirius Red).

Para la deteccion de fibras de colageno tipo | y Ill mediante la tincion de Sirius Red a
partir de los cortes histolégicos embebidos en parafina, en primer lugar, se llevé a cabo
la desparafinacion del tejido en una estufa a 58°C durante 2 horas. Posteriormente, se
hidraté el tejido mediante inmersion en soluciones con concentraciones decrecientes de
etanol, tal y como se indica en la Tabla 1.

Paso Tiempo
Xileno 10 min
Xileno 10 min

Etanol 100% 10 min
Etanol 100% 10 min
Etanol 96% 5 min
Etanol 96% 5 min
Etanol 70% 5 min
Agua destilada | 2 min
Agua destilada | 2 min

Tabla 1. Pasos de hidratacion para latincion Sirius Red.
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A continuacion, se incubaron las muestras durante 1 hora en una solucién de Sirius Red
(o Direct Red 80) saturada de acido picrico (0,5 g Direct Red 80 en 500 ml de &cido
picrico (Sigma-Aldrich)) para llevar a cabo la tincibn de las fibras de colageno.
Posteriormente, se lavaron las muestras (2 lavados de 10 minutos) en agua acidificada
(5 ml de &cido acético glacial (PanReac) en 1000 ml de agua destilada). Finalmente, se
llevé a cabo la deshidratacion de los tejidos tal y como se indica en la Tabla 2, y se
montaron las muestras con medio de montaje D.P.X (VWR Chemicals) para su
preservacion.

Paso Tiempo
Agua destilada | 3-5s
Agua destilada | 3-5s

Etanol 70% 3-5s
Etanol 96% 3-5s
Etanol 96% 3-5s
Etanol 100% 3-5s
Etanol 100% 3-5s

Xileno 10 min

Xileno 10 min

Tabla 2. Pasos para la deshidratacién en la tincién de Sirius Red.

Para cada animal se tomaron imagenes de al menos 10 campos al azar utilizando un
microscopio Eclipse TE300, Nikon acoplado a una cdmara Nikon Digital Sight DS-U2
con un aumento 10X. Se midi6 el area fibrotica y el area total de cada imagen y se
calculé el porcentaje de area fibrotica utilizando el software Imaged. Los datos se
expresan como % medio del area fibrética (area tefiida con Sirius Red).

2. Cultivo de lineas celulares.

2.1 Modelos celulares: hepatocitos inmortalizados.

Las lineas celulares usadas en este estudio proceden del laboratorio del Dr. F. Maina,
obtenidas a partir de ratones Wty Tg Met, anteriormente mencionados en el apartado
1.2 (Fan Y. et al., 2017). Del modelo animal se extrajeron hepatocitos Wt y Tg Met que
se inmortalizaron para posteriores estudios in vitro (Figura 17) en las condiciones de
cultivo descritas, a continuacion, en el apartado 2.3. La inmortalizacion se llevo a cabo
usando hepatocitos extraidos de higados embrionarios de ratones E15.5 Alb-R26Met y
R265"PMet mediante un retrovirus portador de la secuencia SV40 large-T-antigen
(asociado al gen de resistencia a neomicina para la seleccion de clones estables).
Posteriormente, tras 7 dias en medio de cultivo adaptado para hepatocitos y pérdida de
otros tipos celulares circundantes se obtenian las lineas celulares de hepatocitos
inmortalizados (Gonzélez-Rodriguez A., et al., 2007).
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Figura 17. Imagenes representativas de hepatocitos Wt y Tg Met.
Iméagenes tomadas con el microscopio de contraste de fases de hepatocitos Wt (izquierda) y Tg
Met (derecha) en cultivo durante 24h en medio 10%FBS.

Para la simulacién de un modelo de colestasis in vitro se trataron hepatocitos Wty Tg
Met durante 24h con la sal biliar TCDC a la concentracion de 75 uM en medio de cultivo
en ausencia de suero (Figura 18). Estos hepatocitos pretratados con TCDC, se
mantuvieron en medio renovado con TCDC para posteriores experimentos. La puesta a
punto se describe con mas detalle en la seccién de resultados.
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Figura 18. Imagen representativa de hepatocitos Wt y Tg Met basales y
pretratados con TCDC. Imagen realizada en microscopio de contraste de fases de
hepatocitos Wt (izquierda) y Tg Met (derecha) en cultivo durante 24h en medio 10%FBS (panel
superior), y tras ser incubados durante 24h con TCDC 75 uM en medio al 0% FBS (panel
inferior).
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2.2 Modelos celulares: CPH/OC.

La linea celular de CPH/OC Met™™procede de un modelo de ratén knockout condicional
para Met generado mediante el sistema de modificacion genética Cre-loxP en el
laboratorio del Dr. S. S. Thorgeirsson (Huh C. G. et al., 2004). Estos ratones presentan
secuencias loxP flanqueando el exdn 16, que codifica para un dominio de union a ATP
de la regién tirosina quinasa de Met esencial para la activacion del receptor. La
eliminacion de esta regién mediante la expresion de la Cre-recombinasa bajo el control
del promotor de citomegalovirus (Ad-CMV-Cre, Biolabs) conduce a la expresion de un
receptor que carece de actividad tirosina quinasa, dejando asi de ser funcional,
obteniendo asi el tipo celular CPH/OC Met - (también llamada KO). El aislamiento, la
generacion y la caracterizacion de las lineas celulares de CPH/OC Met™™y Met” se ha
descrito previamente (del Castillo G. et al., 2008). Brevemente, las lineas celulares de
CPH/OC WTy Tg Met usadas en este estudio proceden de ratones WT y Tg Met machos
de 9 semanas de edad sometidos a una dieta suplementada con un 0,1% DDC durante
13 dias. La fraccién celular hepatica no parenquimética (libre de hepatocitos)
enriquecida en CPH/OC se aisl6 segun el procedimiento descrito en la bibliografia
(Bisgaard H. C. et al., 1996) ligeramente modificado, basado en la digestion del tejido
hepatico mediante combinacién de perfusion y digestion en bafio a 37°C con 0,1% de
Pronasa E, 0,05% de Colagenasa tipo | y 0,007% de ADNasa |. La suspensién celular
obtenida y filtrada (filtro de 70 um, Falcon) se sometié a un gradiente de Percoll (30% y
70% Percoll), y se sembré en un medio de adhesion/crecimiento Williams E. Las células
adheridas se mantuvieron en cultivo y se seleccionaron en base al fenotipo, se
expandieron y caracterizaron para confirmar su identidad segun se describe en (del
Castillo G. et al., 2008).

2.3 Condiciones de cultivo celular.

El cultivo de hepatocitos se realizé en placas de cultivo Corning TM, en medio comercial
William’s E, 4,5 g/l glucosa (Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS)
(Gibco), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich), 0.75 mM piruvato sdédico, 120 ug/ml
penicilina G (Sigma-Aldrich), 100 pg/ml estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1,25 pg/ml
anfotericina B (Gibco) y 0.4 pg/ml dexametasona afiadido de forma extemporanea. Las
condiciones fisicas de cultivo eran controladas diariamente, temperatura de 37°C,
humedad del 80% y atmosfera al 5% de CO.. El medio se renové completamente cada
3 dias y las células se tripsinizaron y subcultivaron usando tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Gibco) cuando alcanzaron el 80-90% de confluencia.
Las células fueron sometidas a control de infeccion por Micoplasma spp. mediante
protocolo estandarizado en el laboratorio de trabajo mediante PCR. El cultivo de las
lineas de CPH/OC se realiz6 en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
enriguecido con 4,5 g/l glucosa, suplementado con HEPES 20 mM (pH 7,4) (Sigma-
Aldrich) y 10% FBS (Gibco) ademas de penicilina G 120 pg/ml (Sigma-Aldrich),
estreptomicina 100 ug/ml (Sigma-Aldrich) y anfotericina B 1,25 pg/ml (Gibco). Las
condiciones fisicas del cultivo y los subcultivos son iguales a los descritos anteriormente.
Para la realizacion de los experimentos solo se utilizaron células de bajo numero de
pases (p4-pl2).
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Para criopreservar las células, éstas fueron tripsinizadas y centrifugadas durante 5
minutos a 450 x g. El precipitado celular fue resuspendido en una solucion de FBS con
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) al 10% (v/v) e introducido en criotubos (Nunc).
Las células se congelaron lentamente mediante el uso de una caja de criopreservacion
de polietileno bafiada por isopropanol (Mr. Frosty, Thermo Scientific), introducida en un
congelador a -80°C. Pasado un plazo maximo de 48h los criotubos fueron almacenados
en un tanque de nitrégeno liquido a -196°C. La descongelacion de las células se realizd
de forma répida, pasando los criotubos directamente a un bafio a 37°C. Una vez
descongeladas, las células fueron sembradas en placas de cultivo con abundante medio
de cultivo. Una vez adheridas, el medio fue reemplazado por medio fresco para la total
eliminacion del DMSO.

2.4 Factores de crecimiento y acidos biliares.

Los factores de crecimiento y &cidos biliares utilizados en este trabajo aparecen
resumidos en la Tabla 3:

Factores de crecimiento Concentracién )
- : Casa comercial
y sales biliares final
TGF-B1 0,5-5 ng/ml BioNova
HGF 40 ng/ml R&D systems
Tauroquenodesoxicolato de 50-100 uM Sigma-Aldrich
sodio (TCDC)

Tabla 3. Factores de crecimiento y acidos biliares.

Antes de realizar los tratamientos se sustituyd el medio de cultivo de las células por
medio sin suero entre 2 y 15 horas, segln los tiempos de tratamiento posterior.

3. Analisis de ADN.

3.1 Aislamiento de ADN gendmico.

Para el genotipado de los células, el aislamiento del ADN genémico se realizé6 mediante
una extraccion fenol:cloroformo clasica. En primer lugar, las células se lavaron con PBS
y se recogieron mediante rascado. Posteriormente, se centrifugaron a 400 x g durante
5 minutos a 4°C y se resuspendi6 el precipitado obtenido en 0,5 ml del tampon de lisis
(Tris-HCI pH 8 100 mM, EDTA 5 mM, Dodecil sulfato sédico (SDS) 0,2% p/v, NaCl 200
mM, Proteinasa K 100 pg/ml afiadida de forma extemporanea) y se incub6 durante toda
la noche a 55°C en agitacion continua.

A continuacion, se afadio el mismo volumen de fenol (0,5 ml), se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugé 3 minutos a 13.400 x g. Se tom¢ la fase
acuosa superior que contiene los acidos nucleicos y se afiadio el mismo volumen de
una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La mezcla se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 3 minutos a 13.400 x g. Nuevamente,
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se tomo¢ la fase superior y se realizé la misma operacion solo con cloroformo con el fin
de eliminar los restos de fenol. Finalmente, se precipitd el ADN gendémico mediante
inversion manual con 1/10 de volumen de acetato sédico 3 M (pH 5,2) y 1 volumen de
isopropanol. EI ADN precipitado se lavé con etanol al 70% y se centrifug6é 2 minutos a
9.800 x g. El precipitado obtenido se resuspendié en tampén TE (Tris-HCI pH 8 10mM,
EDTA 1mM) y se incub6 durante 1-2 horas a 37°C para facilitar su resuspensiéon. La
concentracion de ADN se determin6 espectrofotométricamente a 260 nm (NanoDrop
2000).

3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se incub6 1 pg de ADN gendémico con una mezcla de 0,4 uM de cebadores especificos
(Tabla 4), 200 pM dNTPs (Thermo Scientific), tampén NHs" 1X, 1,5 mM MgCl, y 2
unidades de Taq polimerasa (Bioline). Las condiciones de PCR utilizadas para el
genotipado de los hepatocitos Tg Met fueron las siguientes:

- 95°C durante 5 minutos.

- 30 ciclos con 3 pasos: 95°C durante 30 segundos (desnaturalizacion), 62°C
durante 30 segundos (union de los cebadores: LoxP1y Met3) y 72°C durante
40 segundos (elongacion).

- 72°C durante 10 minutos.

- 4°C (conservacion).

Para el genotipado de las células Wt se llevd a cabo el mismo protocolo en el
termociclador salvo los cebadores empleados (LacZ forward y LacZ reverse) y una
temperatura de 63°C durante 30 segundos para la unién de los cebadores.

Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de 1,3% de agarosa en
tampén TAE 1X que contenian el colorante GelRed (Biotium) para la visualizacién de
acidos nucleicos. La electroforesis se llevo a cabo durante aproximadamente 60 minutos
a 90 V. Se observaron bandas de amplificacion especificas para: el fragmento LoxP1-
Met3 (secuencia presente en el genotipo Tg Met, indica que la Cre recombinasa ha
actuado) de un tamafo de 486 pb, o el fragmento correspondiente al gen LacZ
(secuencia presente en el genotipo Wt, indica que la recombinasa no ha actuado) de un
tamafio aproximado de 315 pb (Figura 19).

Gen Cebador 5°-3"(forward) Cebador 5°-3"(reverse)
LoxP1 | CGGGGTTCGGCTTCTTCTGGCG

Met3 ATCCCGACAAGCTAAACA

LacZ ATCCTCTGCATGGTCAGGTC

LacZ CGTGGCCTGATTCATTCC

Tabla 4. Secuencias de los cebadores empleados en el genotipado de las lineas
de hepatocitos.
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Figura 19. PCR ilustrativa para el genotipado de los hepatocitos Wty Tg Met. La
PCR confirma la presencia del gen LacZ de 315 pb en los hepatocitos Wt y la presencia del
fragmento LoxP1-Met3 a 486 pb en los hepatocitos Tg Met. C+ es un control positivo que lleva
ADN gendmico de células progenitoras hepaticas Wty Tg Met previamente genotipadas; C -
es un control negativo que lleva H20 en lugar de ADN gendmico.

4. Analisis de la expresion génica.
4.1 Aislamiento de ARN total.

En el caso del aislamiento a partir de células en cultivo, éstas se lavaron con PBS frio
1X y se recogieron mediante rascado con tampén de lisis (proporcionado en el kit
comercial NucleoSpin RNA, Macherey-Nagel). En el caso de tejido hepéatico, 40 mg de
tejido congelado fueron machacados con un mortero previamente refrigerado,
homogenizados con una aguja fina y lisados con tampén de lisis comercial (T-PER,
Thermo Fisher Scientific) durante 30 minutos. En ambos casos, el ARN se aislé
siguiendo el protocolo del kit comercial mencionado arriba, incluyendo el tratamiento con
ADNasa (proporcionado en el propio kit) para evitar la presencia e interferencia de ADN
gendmico. El ARN fue eluido en agua libre de ARNasas y se conservé a -80°C hasta su
posterior utilizacion.

La concentracion de ARN se determind espectrofotométricamente (NanoDrop 2000) a
260 nm. La pureza de las muestras de ARN se determind mediante la relacion entre las
absorbancias a 260 nm y 280 nm. Se acept6 un valor de ratio entre 1,8 y 2,0 como ARN
puro.
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4.2 Sintesis de ADNc (RT, retrotranscripcion).

El ADNc se obtuvo mediante una reaccion de retrotranscripcion a partir de 1 ug de ARN
total, siguiendo las instrucciones del kit comercial SuperScript Ill RT (Invitrogen) en dos
reacciones consecutivas. En la primera reaccion, las muestras se calentaban a 65°C
durante 5 minutos en presencia de 0,25 ug de cebador poli dT (Roche) y dNTPs 0,5 mM
(Thermo Scientific), con el fin de desnaturalizar el ARN y promover la unién de los
cebadores. A continuacién, esta mezcla se incub6 a 50°C durante 1 hora en presencia
de 200 unidades de retrotranscriptasa (Superscript Il RNase H Reverse Transcriptase,
Invitrogen), ditiotreitol (DTT) 5 mM y 20 unidades de inhibidor de ARNasas (RNAsin,
Promega) en un tampén RT 5X y un volumen final de 20 ul. La reaccion se detuvo
inactivando la enzima a 70°C durante 15 minutos. El ADNc obtenido se diluyé 1:10 en
agua libre de nucleasas y se conservo a -20°C hasta su uso.

4.3 RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR).

Las reacciones de RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR) se realizaron por triplicado en placas
de 384 pocillos, siendo el volumen total de reaccion por pocillo de 10 pl. La composicién
de la mezcla de reaccién se detalla en la Tabla 5.

Composicion de la mezcla de reaccién

2,5 yl ADNc diluido 1:10
5 pl FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche)
1,2 pyl mezcla de cebadores 10 pM
1,3 pl agua libre de nucleasas

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion para la RT-qPCR.

El desarrollo de la reaccion de RT-qPCR se realizdé en un equipo ABI Prism 7900 HT
Fast-Real-Time de Applied Biosystems del Servicios de Gendmica de la Universidad
Complutense de Madrid. Las secuencias de los cebadores empleados se encuentran
indicadas en la Tabla 6. La expresion de Gusb se emple6 como normalizador interno.
Ademas, se prepararon controles negativos mediante la adicion de agua en lugar de
ADNCc en las muestras, con el fin de detectar posibles amplificaciones inespecificas.

Se obtuvo el parametro Ct (Cycle threshold), definido como el nimero de ciclos que
cada muestra necesita para alcanzar un valor de fluorescencia umbral a partir del cual
ese ADN puede ser detectado. Para cada condicion del experimento los datos de Ct de
cada gen se corrigieron con los valores de Ct del normalizador interno, obteniéndose
asi el valor de ACt. Este, a su vez, se expresd en relacion a los valores de ACt de un
control, obteniendo asi el parametro AACt. Dicho pardmetro, una vez expresado en
escala no logaritmica mediante la transformacion 224t proporciona el niimero de veces
de induccion de la expresion del gen en estudio respecto a un control, denominado valor

RQ.
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Proteina Gen Cebador 5°-3° Cebador 5-3°
(forward) (reverse)

TPA Tpa CTGAGGTCACAGTCCAAGCA CCTTTTAGGCGCATCTTCTG
PAI-1 Serpinel TACTGCTGCTTTGTGGACTGG CGACTGGTGCTGTTGGTAAG
TIMP1 Timpl TGGGTGGATGAGTAATGCGT GGTATCTGCTCTGGTGTGTCTC
MMP9 Mmp9 CTCCTTCTTTGCTTCAACCG GTGGATAGCTCGGTGGTGTT
R1TgfB Tgf6r1 TGCTAATGGTGGACCGCAACAAC AGCTCTGCACGGGACAGCAAT

R2TgfB Tgf6r2 TGGAGTCACAACAGTCCAGCCG ATGTAAAGAGGGCGAAGGCAGCA
R3TgfB Tgf6r3 AAGGCTGCACTCAGGAGACCTC GTAATTCCTTTGGGGCAGACGGC
SMAD7 Smad7 CAGATGCTGTACCTTCCTCCGC ATGCCACCACGCACCAGTGT
COL1A1 Col1A1 GTCGCTTCACCTACAGCACCCT AGGCGGGAGGTCTTGGTGGTTT
EPCAM Epcam ACCTGAGAGTGAACGGAGAGCC TGCATGGAGAACTCGGGTGCCT
CK19 Krtl9 TTCAGTACGCATTGGGTCAGGGG ACACAGCCAGGGTCCCACTAA
HNF4a Hnfda GGCATGGATATGGCCGACTAC TTCAGATGGGGACGTGTCATT
GUSB Gusb AAAATGGAGTGCGTGTTGGGTCG CCACAGTCCGTCCAGCGCCTT
MET Met CCAGCCCCTCTGCTTTCTTT CGGTGGGAGCCTTCATTGTG
HGF Hgf GAGTCTGAGTTATGTGCTGGG AGGACGATTTGGGATGGC
IL-1B 11b CTGGGAAACAACAGTGGTCA CTGCTCATTCACGAAAAGGG
IL-6 116 AGACAAAGCCAGAGTCCTTCA GGAGAGCATTGGAAATTGGGG
IL-10 1110 CCTTCAGCCAGGTGAAGACT GGCAACCCAAGTAACCCTTA
NLRP3 Nlirp3 TCAGATTGCTGTGTGTGGGA AGATCCTGACAACACGCGGA
IFNy Ifng AGACAATCAGGCCATCAGCA CTGGACCTGTGGGTTGTTGA
TNFa Tnfa ACGTCGTAGCAAACCACCAA ATCGGCTGGCACCACTAGTT
BSEP Abcb11 GCCAAAGTACAGGGAGCACT TCATGGGTGCCTCTTTCCAC
OATP1 Slcolal CCCAAATACCTGGAGCAGCA CCAAGGCATACTGGAGGCAA
MRP4 Abcc4 CCTGGTGAGTTGTTAGCCGT CAGGGCTGCTGAGAAACGTA
ABCG2 Abcg2 ATCCGCAGGGTTGTTGTAGG CAGCCTCACCTTACTGGCTT
NTCP Slc10al CCTTGCGCCATAGGGATCTT ACAGCCACAGAGAGGGAGAA
OATP3A1 Slco3al CTGGGGTCACTGTTCGCTAC GAGTCCGTCTGGCATTCACA
TGF-B1 Tgf61 ATGAACCGGCCCTTCCTGCT TTGGTATCCAGGGCTCTCCGGT
TGF-f2 Tgf62 TGGAGTCACAACAGTCCAGCCG ATGTAAAGAGGGCGAAGGCAGCA
TGF-B3 Tgf63 AAGGCTGCACTCAGGAGAC GTAATTCCTTTGGGGCAGA
CYP7A1 Cyp7al CAACCTGCCAGTACTAGAT AAGGTGTAGAGTGAAGTCCTCC
SOD1 Sod1l GCGATGAAAGCGGTGTGCGT GTGGAACCCATGCTGGCCTT
SOD2 Sod2 TGGGGCTGGCTTGGCTTCAA GCGTGCTCCCACACGTCAAT
SOD3 Sod3 TAGCTGGGTGCTGGCCTGAA AGCAAGCCGTAGAACAAGAAGGC
6-GCLc 6-Gcele ACATCTACCACGCAGTCAAG AAGAACATCGCCTCCATTCA
NOX4 Nox4 CCTCAACTGCAGCCTCATCC CAACAATCTTCTTCTTGTTCTCC
CATALASA Catalasa GTCACCGGCACATGAATGGCTA TGCCCTGGTCGGTCTTGTAATGG
TGR5 Gpbarl TTATGGCCTCCTGTTGCCTG GCCAGGGTTGAGGGTACATC
FXR Nrlh4 AGAAACTTCCTGCCGGTCAT CTGTGAGCAGAGCGTACTCC
GR Gsr ACATTGCTGTGGAGATCGCGGG CCAGTTCCTCGGTGCAGTTGGA
NRF2 Nfe2l2 CTCCTTGAGCTCAAATCCCACCTTA TGGGCTCTGCTATGAAAGCA
GSS Gss AATGCGGTGCTACTGATTGCT GATACACTGGACCACTTGGGCAGG
cGKIll Prkg2 CCTGTCCCACCTTCTTCCAC CCCAATGAGCAAGTGGCAAG
DAB?2 Dab?2 ACCAGGAAGAGGCAGAAGGA CGTGTCAGCACTATGGGGTC
ETV4 Etv4 ATCCCTTCGACCATTCCCAG CCACAGTTGTAAGGCACCCC
SPRY4 Spry4 GACTTCAACGGCGACTGACC GAGGTCCTGAACTGCACCAA
PITPNM3 Pitpnm3 TTTTCTCGGACGGACTGGTG TTTCGTGGAGCCATAGGCAG
NR4A1 Nr4al TCTTGTCCACAGGGCAATCC CGTGTCAGCACTATGGGGTC
TFAP2A Tfap2a CCGGTTGTCCATTTCAGGCA TCTGTGAAGTGCGTCCTTGT
PLS1 Pls1 CACAGGGCCTCAGATGACAA GGTGGGCTGGCAAAAGGTAA
GGNBP1 Ggnbpl GCAGTATTTGGGCCGGTATT CTACCGCACAACGCACTTTC
JAM2 Jam2 GGAACCCACTGTAAGCATCC TGAGGTGGCCCTGAGTTAAG
CICLINAL Ccndl ATATGGTCCCAACGTCTGCC GCTGGCAAGTAGGAAACTGG
CYR61 Cyrél CCAGGTCCTCGCCATCTTTT TGGCAGCACCAACATAACCA
UFSP1 Ufspl GATCTACCCAACGGTGCAGG CGAACAACCCTATGAGCACC
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ADAMTS5 Adamts5 GATCTACCCAACGGTGCAGG CGAACAACCCTATGAGCACC
ADAMTS7 Adamts7 TTGGCTGGGATAACTCGTCT GGTGGGCTGGCAAAAGGTAA
PDZK1LP1 | Pdzkllpl GAGGGGGTCCTTGTTTAGCC TCACTTGGTCTTGGGGCTTC

Tabla 6. Secuencias de los cebadores empleados en la RT-PCR cuantitativa.

5. Analisis de la expresion de proteinas.

5.1 Analisis de la expresion de proteinas mediante
western blot.

5.1.1 Obtencion de extractos proteicos celulares.

Las células se lavaron con PBS 1X frio y se rascaron en tampén de lisis RIPA
(Radioimmunoprecipitation Assay) modificado (Tabla 7). Los lisados celulares se
incubaron durante 30 minutos a 4°C, agitando mediante virtex cada 10 minutos, y
pasado ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 15.700 x g durante 10 minutos a
4°C para eliminar los restos celulares. Finalmente, se recogié el sobrenadante y se
almaceno a -80°C hasta su uso.

Compuesto Concentracion final
Desoxicolato de sodio 1% (p/v)
Tris-HCl pH 7,4 10 mM
SDS 0,1% (p/v)
NacCl 150 mM
NP-40 1% (viv)
EDTA 2mM
NasVO4* 0,1 mM
NaF* 20 mM
Aprotinina* 10 pg/ml
Leupeptina* 10 pg/ml
PMSF* 1mM

Tabla 7. Composicion del tampon RIPA modificado.
(*) Afiadido de forma extemporanea.
5.1.2 Obtencion de extractos proteicos a partir de
tejido hepatico.
25-30 mg de tejido hepatico congelado se machacaron con un mortero en hielo seco y
se lisaron en tampon RIPA modificado (Tabla 7) durante 40 minutos a 4°C, agitando

mediante vortex cada 10 minutos. Pasado ese tiempo, se procedié como en el apartado
5.1.1.

5.1.3 Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacién de proteinas se realiz6 siguiendo el método de Bradford, utilizando una
recta patrén con concentraciones conocidas (0-10 pg) de albumina sérica bovina (BSA,
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PanReac). Las muestras a valorar se prepararon por triplicado, afiadiendo 1 pl de
extracto proteico, 49 ul de agua ultrapura y 200 pL de reactivo de Bradford (PanReac).
Posteriormente, se cuantifico la absorbancia a una A de 595 nm en un lector de placas
(Powerwave XS, Biotek).

5.1.4 Electroforesis de proteinas.

Las muestras se prepararon utilizando el tampén de carga Laemmli 4X (Tabla 8) y se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos.

Compuesto Concentracién final
SDS 8% (p/v)
Tris-HCI pH 6,8 250 mM
Glicerol 40% (v/iv)
Azul de bromofenol 0,002% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (v/v)

Tabla 8. Composicion del tampén de carga Laemmli 4X.

Las proteinas se separaron en funcién de su peso molecular por electroforesis en geles
de poliacrilamida a distintas concentraciones (6-15%) atendiendo al tamafio de la
proteina de estudio en cada caso, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La
electroforesis se realiz6 a voltaje constante (80-120 V) en un tampon de electroforesis
(Tris-HCI 25 mM, SDS 0,1%, glicina 0,2 M, pH 8,3). En cada gel se cargaba un pocillo
con un marcador de pesos moleculares (Thermo Scientific) para facilitar la posterior
identificacion de la proteina de interés.

5.1.5 Transferencia de proteinas.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) utilizando un equipo de transferencia en hiumedo y tampén de
transferencia (metanol 20%, Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM) a amperaje constante (0,3
A) durante 110-160 minutos, dependiendo del tamafio o grosor del gel, asi como del
porcentaje de acrilamida. Para evaluar la eficacia de la transferencia, las membranas se
tifieron con rojo Ponceau (0,2% en &cido tricloroacético al 3%).

5.1.6 Inmunodeteccion de las proteinas.

Tras la transferencia de las proteinas a las membranas, éstas se lavaron con tampoén
TTBS (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM y Tween-20 0,05%, pH 7,6) y se incubaron con
una solucion de bloqueo (5% de leche desnatada en polvo o BSA en TTBS, segun las
especificaciones de cada anticuerpo) durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. Seguidamente, se incubaron en agitacion suave a 4°C durante toda la noche
con el anticuerpo primario diluido como se indica en la Tabla 9 en TTBS suplementado
con 0,5-5% de leche o0 BSA, segun las indicaciones del fabricante. Posteriormente, se
hicieron 3 lavados de 10 minutos con TTBS para eliminar el anticuerpo no unido a la
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proteina y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente
diluido 1:5000 en TTBS suplementado con 0,5-1% de leche o BSA durante 1-2 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, tras 3 nuevos lavados de 10 minutos con TTBS se
realizo la inmunodeteccion mediante una reaccion de quimioluminiscencia con la enzima
peroxidasa que lleva acoplada el anticuerpo secundario. Esta reaccion se llevé a cabo
con un kit comercial (Pierce ECL Western blotting substrate) en el documentador de
geles VWR® Imager2 Imager CHEMI Premium.

Las membranas podian ser borradas para ser rehibridadas con otros anticuerpos. Para
ello se incubaron con una solucion de borrado (glicina 0.2 M, SDS 0,1%, Tween-20 1%
a pH 2,2-2,5) dos veces durante 7 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron en TBS dos veces durante 10 minutos y finalmente en TTBS dos veces durante
5 minutos.

Anticuerpo : L :
primario Casa comercial Dilucién | Especie
B-ACTINA Cell Signaling Technology (3700) 1:5000 Ratén
Phospho-MET Cell Signaling Tec(grlc;lg)gy (Tyr1234/1235) 1:1000 Conejo
MET Cell Signaling Technology (Tyr1234) 1:1000 Ratén
(25H2)
Cell Signaling Technology (Phel1197) . :
COL1A1 (72026) 1:1000 Conejo
) Santa Cruz Biotechnology . .
TIMP-1 (sC-365905) 1:1000 Raton
Santa Cruz Biotechnology . .
MMP9 (sc-13520) 1:1000 Raton
Santa Cruz Biotechnology . .
EPCAM (sc-66020) 1:1000 Raton
Phospho-AKT Cell Signaling Technology (Ser473) (9271) | 1:1000 Conejo
Phospho-ERK1/2 Cell Signaling Technology (Thr202/Tyr204) 1:1000 Conejo
(9101)
Phospho-SMAD2 Cell Signaling Technology (Ser465/467) 1:1000 Conejo
(3101)
Phospho-STAT-3 | Cell Signaling Technology (Tyr705) (9145) | 1: 1000 Conejo

Tabla 9. Anticuerpos primarios utilizados en western blot.

5.2 Analisis de expresion de proteinas mediante
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

5.2.1 Tincion inmunohistoquimica de CK19/Ki67 a
partir de cortes histolégicos embebidos en parafina.

Para la tincién inmunohistoquimica de CK19/Ki67 a partir de los cortes histologicos
embebidos en parafina, en primer lugar, se llevo a cabo la desparafinacion del tejido en
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una estufa a 50°C durante 30 minutos. Posteriormente, se hidrat6 el tejido mediante
inmersion en soluciones con concentraciones decrecientes de etanol, tal y como se
indica en la Tabla 10. Todos estos pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Paso Tiempo
Xileno 15 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 96% 5 min
Etanol 80% 5 min
Agua destilada | 5 min

Tabla 10. Pasos de hidratacion para la inmunohistoquimica.

A continuacion, las muestras se sumergieron en un tampaon citrato 10 mM (pH 6) y se
hirvieron durante 15 minutos. Este paso rompe los puentes de metileno y expone los
determinantes antigénicos para permitir la union de los anticuerpos. Seguidamente, las
muestras se dejaron sumergidas en el tampdn durante 20 minutos a temperatura
ambiente y se lavaron con PBS durante 5 minutos. Posteriormente, las muestras se
permeabilizaron con PBS-1% Triton X-100 durante 5 minutos y se lavaron en PBS-0,1%
Tritdbn X-100 durante 5 minutos. En este punto, se procedid a inactivar la peroxidasa
endogena, con el fin de minimizar la sefial enddégena inespecifica mediante la incubacion
de los tejidos en PBS-3% H»0O- durante 15 minutos a temperatura ambiente, y posterior
lavado en PBS-0,1% Tritobn X-100 durante 10 minutos. El bloqueo se realiz6 en PBS-
0,1% Tritdn X-100 suplementado con 6% de suero de cabra y 3% BSA en una camara
himeda durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, los tejidos se
incubaron con los anticuerpos primarios frente a CK19 (Hybridoma Bank), diluido 1:2 en
solucion de bloqueo, y frente a Ki67 (Abcam, ab15580), diluido 1:25 en solucién de
bloqueo, en una camara humeda primero durante 2 horas a 37°C y seguidamente
durante toda la noche a 4°C.

Posteriormente, se lavaron las muestras en PBS-0,1% Tritdn X-100 durante 5 minutos
y se incubaron durante 1 hora y media con los anticuerpos secundarios anti-rata FITC
(Invitrogen, 31629) y anti-conejo AlexaFluor 594 (Invitrogen, A11012), ambos diluidos
1:30 en solucién de bloqueo en una cAmara himeda a temperatura ambiente. Ademas,
también se afiadi6 DAPI (PanReac) diluido 1:1000 en solucién de bloqueo para la
visualizacién de los nucleos. Luego se lavaron las muestras, primero en PBS y
posteriormente en agua destilada (5 minutos cada lavado) y finalmente se montaron
utilizando Mowiol (Sigma-Aldrich). Las preparaciones se visualizaron en un microscopio
de fluorescencia invertido (Eclipse TE300, Nikon) con un objetivo 20X. El nimero de
células ductales proliferativas Ki67+/CK19+ y de células parenquimaticas Ki67+ fueron
analizadas utilizando el software ImageJ en al menos 8 campos por muestra.
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5.3 Analisis de expresion de proteinas mediante
inmunoprecipitacion.

Extractos celulares totales para la inmunoprecipitacion de Met fueron preparados con
tampdén RIPA como se describe en el apartado 5.1.1. Un mg de proteina extraida fue
diluida con tampon RIPA, ajustando a una concentracion de proteina final 1 pg/ul. Se
afadio anticuerpo anti-Met (Cell Signalling, 4560) a una concentracion de 7 pg/mg de
proteina. La mezcla fue incubada con esferas de agarosa unidas a proteina A (MERCK)
durante toda la noche a 4°C en agitacion constante y suave. Al dia siguiente, los
inmunoprecipitados fueron lavados tres veces con tampén RIPA y resuspendidos en
tampdn Laemmli 4X (apartado 5.1.4). Las muestras fueron hervidas durante 5 minutos
a 95°C con el fin de separar las bolitas de proteina A-agarosa. Paralelamente se prepar6
un control negativo sin extracto proteico.

Las muestras fueron cargadas en un gel de acrilamida al 8% SDS-PAGE junto con un
marcador de peso molecular. Se sometié a electroforesis durante 2h a 100V y se
transfiri6 a una membrana de PVDF tal y como se describe en el apartado 5.1.5. Se
emplearon anticuerpos anti-Met y anti-p-TYR 100 (Tabla 11) para la deteccién de
proteinas tal y como se describe en el apartado 5.1.6

Anticuerpo primario Casa comercial Dilucion Especie
Cell Signaling . .
MET Technology (4560) 1:5000 Conejo
. Cell Signaling
Phospho-Tyr kinase ) .
(p-TYR 100) Technology (9411) 1:1000 Raton

Tabla 11. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunoprecipitacién y posterior
western blot.

6. Analisis de la viabilidad y proliferacion celular.

6.1 Contaje celular.

Para el analisis de la respuesta de las células en cultivo al tratamiento con factores, las
células se sembraron por triplicado en placas de 12 pocillos en medio completo en un
rango de distintas densidades (10.000-65.000 células), segun el tipo de experimento y
tratamiento utilizado en cada caso. Al dia siguiente se deprivaron de suero (2-3 horas)
y se afiadieron los diferentes factores de crecimiento, para realizar el contaje a
diferentes tiempos. Para ello, las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron, se tifieron
con azul de tripano (Lonza) y se realiz6 un contaje celular utilizando una camara de
Neubauer.
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6.2 Tincion con cristal violeta.

Este método permite la cuantificacion de las células que permanecen adheridas a la
placa tras un tratamiento, por ello es util para cuantificar proliferacion y muerte celular,
en este ultimo caso solo cuando el proceso de toxicidad implica la pérdida de adhesion.
Se sembraron 185.000 células en placas de 6 pocillos vy, tras los diversos tratamientos,
se lavaron 2 veces con PBS e incubaron durante 30 minutos con la solucién colorante y
fijadora (cristal violeta 0,2% p/v (Sigma-Aldrich) en 2% etanol) a temperatura ambiente.
Posteriormente, se elimino el exceso de colorante mediante lavados con agua destilada
y se dej6 secar a temperatura ambiente. Las células tefiidas se resuspendieron con una
solucion de SDS al 1% durante 30 minutos. Finalmente, la cuantificacion se realizo
espectrofotométricamente, midiéndose la absorbancia a 560 nm.

7. Determinacion de la actividad f3-Galactosidasa.

Para la deteccién de la actividad B-galactosidasa como método de caracterizacion de
células con la construccién génica que expresa esta enzima, se empled el sustrato
cromogénico X-gal que al ser degradado por la enzima forma un precipitado azul. Las
células se lavaron dos veces con PBS 1X frio y se afiadieron 3 ml de solucion fijadora
por placa (formaldehido 37%, glutaraldehido 25% en PBS 1X) durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se retir6 la solucion fijadora, se realizaron 4
lavados con PBS 1X frio y se afiadieron 3 ml de solucién de tincién (sustrato X-gal
(Sigma-Aldrich) 40 ng/ml disuelto en dimetilformamida; ferrocianuro potasico 50 mM
disuelto en PBS 1X; ferrrocianato potésico 50 mM disuelto en PBS 1X;y 1 M de MgCly)
durante toda la noche, en oscuridad, a 37°C. Al dia siguiente se retir6 la solucion de
tincion, y se lavd 2 veces con PBS 1X atemperado. Se visualizaron las células en un
microscopio Eclipse TE300, Nikon acoplado a una cadmara Nikon Digital Sight DS-U2
con un objetivo 20X.

8. Analisis de la produccion de radicales libres de oxigeno
mediante la medida de fluorescencia en placa.

Para la deteccidn de la formacién de radicales libres de oxigeno, de sus siglas en inglés
ROS, se utiliz6 una sonda lipofilica de diacetato de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA, Sigma-Aldrich), una forma reducida de fluoresceina que sirve de marcador
de ROS en las células, tal y como se describe en la bibliografia (Reiniers M.J. et al.,
2021; de Haan L. R. et al., 2022). Esta sonda se incorpora al interior celular y es
convertida finalmente en 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCF), compuesto emisor de
fluorescencia, debido a la accion de esterasas intracelulares y la oxidacion (Figura 20).
El ensayo en lineas celulares in vitro se realiz6 en placas de 6 pocillos. Las células, tras
someterse a los diferentes tratamientos, se lavaron dos veces con PBS 1X atemperado
a 37°C. Posteriormente, se afiadié 1 mL de William’s E 0%FBS con 10 uM de DCFH-
DA (a partir de un stock 10 mM disuelto en DMSO), y se incubaron durante 30 minutos
a 37°C en ausencia de luz.
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Transcurrido este tiempo, se retird el medio y se lavo dos veces con PBS 1X, finalmente
se mantuvo la placa con 1 ml de PBS 1X sin sonda para su observacion al microscopio
de fluorescencia en el canal verde. A continuacion, se retiré el PBS de los platos, se
afiadié 200 pL de RIPA, tras 5 minutos de incubacion en hielo y en ausencia de luz, se
rascaron los platos y el lisado se recogi6 en tubos eppendorf. Seguidamente esos tubos
se centrifugaron a 10.000 x g y el sobrenadante se recogi6. La lectura fluorimétrica se
realizé en una placa de 96 pocillos con 100 uL de sobrenadante, a una A excitacién de
485nm y a una A de emisién de 530 nm en un equipo de fluorimetria automatizado
(TECAN infinite M200). Paralelamente se guard6 una alicuota para la valoraciéon de la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford anteriormente descrito
(seccion 5.1.3.).

El protocolo que se llevé a cabo para muestras de tejido hepético basado en el modelo
propuesto en la bibliografia (Murphy M. P. et al., 2022) se describe a continuacién: a
partir de 250 mg de tejido machacado en hielo seco y extraido con 400 ul de tampén de
extraccion (Hepes 50 mM a pH 7.5, NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, 10% glicerol, 10 mM
NasP.0O7, 10 mM NaF, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 2 mM benzamidina, 2 mM PMSF, 5
pug/ml leupeptina, 20 pg/ml aprotininay 2 mM NaVOs), se sometié a sonicaciéon a 3.5 mA
durante 1 minuto y se centrifug6 a 10.000 x g. Una parte del sobrenadante se emple6
para la valoracion de la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford y
el restante se congel6 a -80°C hasta su posterior utilizacién. Se emplearon 100 pl del
sobrenadante y 1900 pl de tampdn Locke's (14 mM NacCl, 15,6 mM KCI, 3,6 mM
NaHCOs;, 2 mM CacCl;, 10 mM D-glucosa, 5 mM Hepes) y se incubé con 10 uM de la
solucion de H2DCF-DA durante 30 minutos a 37°C en ausencia de luz. Transcurrido el
tiempo, se procedio a la lectura fluorimétrica en una placa de 96 pocillos con 100uL de
la mezcla anterior, a una A excitacion de 485 nm y una de A emisién de 530nm (Figura
20) en un equipo de fluorimetria (TECAN infinite M200).

Excitacion
485 nm

DCFH-DA —— DCFH; —— "\\’
Esterasas ROS
intracelulares

Figura 20. Esquema representativo de la activacion de la sonda DCFH-DA para
la determinacién de ROS intracelulares. El compuesto DCFH-DA en presencia de
esterasas intracelulares se convierte en DCFHz, el cual, ante la presencia de radicales libres
de oxigeno se oxida formando el compuesto DCF que emite fluorescencia tras ser excitado.
Creado con: BioRender.com.
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9. Determinacion de la actividad Caspasa 3.

Para analizar los niveles de actividad de caspasa 3 en muestras de tejido hepatico se
parti6 de 250 mg de tejido machacado en hielo seco, posteriormente se resuspendié
con 300 pl de tampon de lisis (Tris-HCI 5 mM a pH 8, EDTA 20 mM, 0,5% Triton 100X,
H20 ultrapura estéril), se sometié a sonicacion a 3.5 mA durante 1 minuto y se centrifugé
a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Del sobrenadante se retiré una porcion para
valorar la concentracion de proteinas y la otra se conservg a -80°C hasta su posterior
utilizacion.

Para cada condicion, se preparé la siguiente mezcla de reaccion: 325 ul de tampon de
ensayo (Hepes 20 mM pH 7.5, 10% glicerol, 2% DTT afadido de forma extemporanea
en HyO ultrapura estéril); 5 pl de sustrato cromogénico Caspasa 3 (BD Pharmigen)
resuspendido en DMSO y 25 ul del extracto proteico de cada condicion de estudio. Se
incubd durante 1h a 37°C en ausencia de luz. Pasado ese tiempo, se tomaron 200 ul de
cada mezcla de reaccion en una placa de 96 pocillos, por duplicado, para la lectura
fluorimétrica, con A excitacién de 380nm y A emision de 440nm.

Para analizar los niveles de caspasa 3 en células de cultivo in vitro se partié de 2 placas
de 6 cm (con 250.000-275.000 células por placa), tras realizar los tratamientos
oportunos, el medio de cultivo se centrifugd a 750 x g durante 5 minutos a 4°C.
Paralelamente, se rascaron los platos con PBS 1X frio, se centrifugaron a 750 x g
durante 5 minutos a 4°C. El precipitado resultante de ambas centrifugaciones fue
resuspendido con 100 ul de PBS 1X frio, se volvié a centrifugar a 750 x g durante 5
minutos a 4°C. El precipitado resultante se resuspendié en 55 ul de tampén de lisis
(descrito anteriormente), se incub6 en hielo durante 10 minutos, y se agito
vigorosamente en agitador magnético tipo vortex. Del sobrenadante, se reservd una
porcion para valorar la concentracién de proteinas y la otra parte se emple6 en realizar
el ensayo tal y como se detalla en el en el parrafo anterior.

10. Determinacion de los niveles de glutation
intracelular.
10.1 Niveles de glutation intracelular total.

Para analizar los niveles totales de glutation (GSH + GSSG) intracelular se empleé el
método de Griffith modificado (1980), basado en la reaccidn continua de 6xido-reduccion
del glutation intracelular en presencia del acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB),
NADPH vy la enzima glutatién reductasa, monitorizando el cambio de absorbancia a
412nm. El ensayo en lineas celulares in vitro se realiz6 a partir de 2 placas de 10cm de
diametro (con 1y 1,5 millones de células por plato). Tras el tratamiento, se recogi6 el
medio de cultivo y se centrifug6 a 750 x g durante 5 minutos a 4°C. Las células adheridas
al plato se rascaron con espatula en 500 pl en PBS 1X frio. En este punto se junt6 el
contenido de la placa rascada con el precipitado resultante de centrifugar el medio de
cultivo, y nuevamente se volvié a centrifugar a 10.000 x g durante 5 minutos. Este
precipitado fue resuspendido en 300 ul de tampoén de lisis (Triton 100X al 0,2%) y las
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muestras se agitaron vigorosamente en un agitador magnético de tipo vortex en dos
intervalos sucesivos de 30 segundos. Una parte del homogeneizado obtenido fue
reservado para valorar la concentracibn de proteinas, el resto fue sometido a
precipitacion de proteinas mediante la adiccién de 17,5 pl de una solucion de acido
sulfosalicilico (concentracion final de 2,5%). Las muestras de este modo preparadas se
sometieron a centrifugacién a 15.700 x g durante 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante
se almacend a -80°C hasta su procesamiento.

La medida del glutation total se realizaba espectrofotométricamente (Hitachi UV-2000
Spectophotometer) atendiendo a la siguiente reaccién quimica (Figura 21):

DTNB oxidado ——

-

-

2 GSH GSSG

Glutation
reductasa

f/fPKLADPH

NADP

Figura 21. Esquema representativo de la reduccion de DTNB para la
determinacion de glutation intracelular. El compuesto DTNB en presencia de glutation
reducido, se reduce dando Ilugar al DTNB reducido que puede detectarse
espectrofotométricamente a 420 nm. Para ello se acopla a la oxidaciéon del glutation mediada
por la glutatién reductasa en presencia del cofactor NADPH. Creado con: BioRender.com.

Para llevar a cabo la reaccién, en una cubeta se afiadié 1ml de tampdn de reaccion (0,1
mM DNTB, 0,15 mM NADPH, 1 mM EDTA y 0,05 M de tampdn fosfato pH 7,5) y 50 pl
del extracto proteico obtenido como se indicé anteriormente, ajustando a cero el
espectrofotdmetro. Tras ello se afadié 1 pl de enzima glutatiébn reductasa, se agité
manualmente y se inicio la lectura espectrofotométrica a una A de 412nm durante 120
segundos. Después de esta primera lectura se afiadi6 a esta misma cubeta una
concentracion de glutation reducido conocida (2 pl de una solucién 0,5 mM para obtener
una concentracion final en la cubeta de 1 pM) actuando de esta forma como patrén
interno. Tras esta segunda medida, se procedié a realizar el célculo para conocer la
cantidad de glutation total en la muestra, teniendo en cuenta la absorbancia obtenida
del patron interno y aplicando la siguiente férmula matemética:

AAbs/min debida al glutation afiadido ----- 1 ymol Glutation

AAbs/min debida al glutatién presente en la muestra ----------------- X pmol Glutatién
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Tras este célculo, el valor de glutation obtenido en cada muestra se corregia por la
concentracion de proteina obtenida en cada extracto. El valor final era expresado en
picomol de glutation/ug de proteina, para posteriormente expresarlo como porcentaje
respecto del control (células incubadas en ausencia de factores).

El protocolo que se llevé a cabo en muestras de tejido hepético es el siguiente: se partia
de 250 mg de tejido machacado en hielo seco y extraido con 350 ul de tampon de lisis.
Se homogeneiz6 mediante sonicacion a 3.5 mA durante 1 minuto. Posteriormente se
centrifugd a 15.700 x g durante 10 minutos a 4°C. Se guardd una parte para valorar la
concentracion de proteinas y otra parte se almacen6 a -80°C hasta su posterior lectura.
El ensayo, a partir de aqui, se realizd de la misma forma descrita en el protocolo in vitro.

10.2 Niveles de glutation reducido (GSH) intracelular.

Para la determinacion de la concentracion de GSH en muestras de tejido hepatico,
primero se procedié a la preparacion de los extractos homogeneizados segun el
protocolo descrito por Hissin and Hilf (1976). Se partié de 250 mg de tejido machacado
en mortero con hielo seco, se afiadio 3,75 ml de tampodn fosfato-EDTA (0.1 M fosfato de
sodio; 0.005 M de EDTA, pH 8) y 1 ml de HPO3 al 25%. Se homogeneizé mediante
sonicacién a 3.5 mA durante 1 minuto. Posteriormente se centrifugd a 10.000 x g durante
10 minutos, tras ello se recogi6 el sobrenadante, guardando una parte de la muestra
para valoracion de la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford y el
resto quedo conservado a -80°C hasta su posterior analisis.

Para determinar la concentracion de GSH se empleé el método descrito por Cohny Lyle
(1980). Se parti6 de 100 pl del sobrenadante procedente de la extraccion junto con 1,8
ml de tampdn fosfato-EDTA y 100 ul de solucion o-Ftaldialdehido abreviado de sus
siglas en inglés como OPT (1ug/ul). Esta mezcla se incub6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos en ausencia de luz, para posteriormente realizar una lectura
fluorimétrica en cubeta de cuarzo con una A excitaciéon de 350 nm y A emision de 420
nm.

Paralelamente se gener6 una recta patron con una solucion de GSH a 2 pg/ml de 0
hasta 200 pg/ml, ajustando el volumen a cada pocillo de la recta con tampdn fosfato-
EDTA y afiadiendo 20 pl de OPT. La concentracion de GSH de las muestras se obtuvo
extrapolando los valores obtenidos en la recta empleada como patrén. El valor final era
expresado en pg de GSH/ug de proteina, para posteriormente expresarlo como
porcentaje respecto del control.

10.3 Niveles de glutation oxidado (GSSG) intracelular.

Para la determinacion de la concentracion de GSSG en muestras de tejido hepatico, se
partié de los extractos homogeneizados segun el protocolo descrito por Hissin and Hilf
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(1976) mostrado en el apartado 10.2. Los extractos (500 pl) se mezclaron con 200 pl de
N-etilmaleimida, (NEM) al 0.04 M. Se incubé durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras este tiempo se afiadieron 4,3 ml de NaOH 0.1 N. De esta nueva solucién
se tomaron 100 pl, que se afadieron a 100 pl de NaOH 0,1 Ny 20 pl de OPT (1 ug/ul).
Esta mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos en ausencia de luz,
para posteriormente realizar una lectura fluorimétrica en cubeta de cuarzo con una A
excitacion de 350 nm y una A de emision de 420 nm.

Paralelamente se hizo una recta patrén con una solucién de GSSG a 2 ug/ml, de 0 hasta
200 pg/ml, ajustando el volumen a cada pocillo de la recta con tampén fosfato-EDTA y
afiadiendo 20 pl de OPT. La concentracion de GSSG de las muestras se obtuvo
extrapolando los valores obtenidos en la recta empleada como patrén. El valor final era
expresado en pg de GSSG/ug de proteina, para posteriormente expresarlo como
porcentaje respecto del control.

11. Determinacion de actividades de enzimas
antioxidantes.

11.1 Obtencion de los extractos proteicos.

Se empledé el método de obtencion del extracto proteico descrito por Ellerby y
colaboradores (2000) para la determinacion de las diferentes actividades enzimaticas.
Se usaron diez millones de hepatocitos (dos placas de 10 cm de diametro con 5 millones
de células/placa) y tratados con los diferentes factores. Posteriormente, las células
fueron recogidas mediante rascado de la placa en 500 ul de PBS 1X en hielo y se
centrifugaron a 750 x g durante 1 minuto. Retirado el sobrenadante, las células fueron
resuspendidas en 500 pl de tampdn de lisis (fosfato sddico 50mM, Triton X-100 al 0,5%,
pH 7,5), y sometidas a sonicacion a 2 mA durante 30 segundos. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se recogi6 el
sobrenadante para almacenarlo a -80°C hasta su posterior utilizacion. Paralelamente,
se determind la concentracién de proteinas de los extractos obtenidos mediante el
método de Bradford.

Para la determinacién de las actividades enziméaticas en tejido hepéatico se partié de la
cantidad de 250 mg de muestra congelada, machacada en mortero con hielo seco y
resuspendido en 500 pl de tampén de lisis, sometido a sonicacién a 3.5 mA durante 30
segundos, dos veces. Tras este procedimiento, se centrifugd tal y como se describe
para la obtencion del extracto a partir de cultivo celular.

11.2 Actividad enzimatica de glutation reductasa.

La medida de la actividad de la glutatién reductasa en los extractos proteicos se realizé
mediante el seguimiento espectrofotométrico de la oxidacion del NADPH a una A de
340nm, segun el método descrito por Ellerby y Bredesen (2000) modificado. Para esta
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determinacion se afiadia en una cubeta de cuarzo: 700 pl de tampon fosfato/EDTA (22
mM Na;HPO4; 6 mM NaH»PO,4; 3 mM EDTA; pH de 7,5), 50 ul de NADPH 4 mM, 170 pl
de KCI 1,2 My 50 ul de glutatién oxidado 10 mM.

Tras ajustar el espectrofotometro a cero, la reaccidén se iniciaba afadiendo 50 ul de
extracto de proteinas en la cubeta analizando los cambios de absorbancia a 340nm
durante 3 minutos. Todos los reactivos y los extractos proteicos se mantuvieron en hielo
hasta el inicio de la lectura en el equipo. Cada determinacioén se realizd por duplicado.

La actividad enzimética especifica de la enzima glutation reductasa se calcul6 con la
siguiente férmula matematica, usando los datos obtenidos:

(Abs' — Abs

g )x volumen de ensayo (mlL)

AE especifica =
pecif exb

AE especifica: actividad enzimatica especifica, Abs: absorbancia, t: tiempo (minutos), e:

coeficiente de extincion molar (Mt x cm1), b: distancia cubeta (cm). Siendo € NADPH = 6,22 x

103 M1 x cm™ a 340 nm.

La actividad enzimatica especifica se expreso respecto a la concentracion de proteinas
de cada extracto, para posteriormente expresarlo como porcentaje respecto del control.

11.3 Actividad enzimatica de catalasa.

La medida de la actividad catalasa en los extractos proteicos se realizaba mediante la
monitorizacion espectrofotométrica de la desaparicion de peroxido de hidrégeno (H202)
a una A de 240nm segun el protocolo descrito por Luck y colaboradores (1965).

Para esta determinacion se afladia en una cubeta de cuarzo: 900 pl tampén fosfato 50
mM, pH 7, atemperado a 37°C y 100 pl de soluciéon de H202 100 mM, (concentracion
final en la cubeta: 10 mM).

Tras ajustar a cero, la reaccion se inicia al afiadir 10 ul de extracto proteico,
monitorizando los cambios en la absorbancia a una A de 240 nm, durante un total de 3
minutos, anotandose los valores cada 20 segundos.

La actividad enzimatica especifica de la enzima catalasa se calculé con la siguiente
formula matemética, usando los datos obtenidos:

(Abs' — Abs

g )x volumen de ensayo (mL)

AE especifica =
pecif exb

AE especifica: actividad enzimatica especifica, Abs: absorbancia, t: tiempo (minutos), &:

coeficiente de extincién molar (M1 x cm), b: distancia cubeta (cm). Siendo € H202 = 0,436 x 10?

M-t x cm?t a 240 nm.

Como en el caso anterior, la actividad enzimatica especifica se expreso respecto a la
concentracion de proteinas de cada extracto, para posteriormente expresarlo como
porcentaje respecto del control.
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11.4 Actividad enzimatica de superoxido dismutasa.

La medida de la actividad superoxido dismutasa en los extractos proteicos se realizaba
mediante la monitorizacion espectrofotométrica de la inhibicion de la autooxidacion de
la 6-hidroxidopamina a una A de 490 nm segun el protocolo descrito por Heikkila (1976).
La enzima superdxido dismutasa inhibe la autooxidacion de la 6-hidroxidopamina
consumiendo superéxido generado en la reaccién, aprovechandose este proceso para
la determinacion de su actividad enzimética. De esta forma, cuanto mayor sea la
actividad de la enzima, mayor sera el porcentaje de inhibicion de la autooxidacién de la
6-hidroxidopamina.

La preparacion de la solucién de 6-hidroxidopamina se realizé de forma extemporanea,
en 10 ml de agua ultrapura estéril y 60 pl de HCIO4 al 60%, gaseado con N, durante 20-
25 minutos, junto con la adicién de 6-hidroxidopamina para una concentracion final de
0,01 M. Una vez preparada, la solucion se mantuvo en hielo y protegida de la luz.

En una cubeta se afiadié: 1 ml de tampdn de reaccién (50 mM de fosfato sdédico, 0,1
mM &cido dietilentriaminopentaacético, pH 7,4) atemperado a 37°C, y 15 ul de la
solucién de 6-hidroxidopamina 0,01 M.

La lectura espectrofotométrica se realizd a A= 490 nm, tras realizar el ajuste a cero. En
primer lugar, se realiz6 la medida de la autooxidacion de la 6-hidroxidopamina hasta que
la cinética fuera lineal durante 1 minuto. A continuacion, se afiadié 10 ug de proteina
procedentes del extracto proteico a la mezcla de reaccion y se procedio a la lectura
espectrofotométrica.

La expresion final de los resultados se muestra como porcentaje de inhibicion de la
autooxidacioén de la 6-hidroxidopamina que lograrian 10 ug de proteina del extracto, y
posteriormente se calcula el porcentaje respecto de la condicion control.

12. Determinacion de los niveles de proteinas
carboniladas.

Para la determinacion de los niveles de proteinas carboniladas, se emplearon los
extractos proteicos obtenidos segun la descripcion en el apartado 11.1 y previamente
valorada su concentracion de proteina. Se partio de 150 pg de proteina a los cuales se
les afiadi6 4 volimenes de NADPH 10 mM y se incubd en hielo y ausencia de luz durante
60 minutos (agitando manualmente cada 15 minutos para favorecer la reaccion entre
los grupos carbonilo y el NADPH). A continuacién, se afiadié 1 volumen de &cido
tricloroacético al 20% y se mantuvo en hielo durante 10 minutos adicionales. Tras este
paso, se centrifug6 a 7.500 x g durante 10 minutos para obtener el precipitado proteico,
el cual se lavo tres veces con una solucion de etanol: acetato de etilo (1:1).

Posteriormente, se resuspendio el precipitado en 500 pl de guanidina 6 M. Para la
lectura espectrofotométrica se empled una placa de 96 pocillos donde se incluyeron 200
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ul de cada muestra de proteinas solubilizadas y se hizo una lectura a A= 360 nm en un
lector automatico de placas (Powerwave XS, Biotek). El valor de absorbancia obtenido
de los grupos carbonilo en las muestras estudiadas se corrigié mediante la lectura del
blanco (muestra con proteina sin NADPH), realizado paralelamente con cada muestra.
Finalmente se aplicé la siguiente formula con el coeficiente de extincion molar (¢) 3,53
x 10° Mtcm 1 a 360 nm para NADPH.

Abs muestra - Abs blanco

nmol/mg de proteina = 1/mg de proteina

exb

Abs: absorbancia, ¢: coeficiente de extincién molar (M1 x cm1), b: distancia cubeta (cm).

13. Analisis transcriptomico mediante la tecnologia MACE
(Massive Analysis of cDNA Ends).

En primer lugar, se realizé la extraccion de ARN total de los diferentes tipos celulares
(lineas de CPH/OC tratadas o no con HGF) que se realizé mediante el protocolo descrito
en el apartado 4.1. Para estudiar los cambios a nivel transcripcional, se empleé la
técnica de andlisis masivo de los extremos del ADNc (Massive Analysis of cDNA Ends)
que es una variante mejorada de la técnica de secuenciacién de extremos 3" de ARNm
(3" single end mRNA Seq) o Tag-Seq, que permite estudiar con alta resolucion los
transcritos de expresidn baja y media, que son generalmente indetectables mediante
microarrays y otras técnicas convencionales de RNA-seq. El ensayo se basa en el
andlisis de un solo fragmento de ADNc por molécula-transcrito (ya que se marca con
una secuencia Unica o tag en el extremo 3~ del ANRm) tras someter el ADNc a
fragmentacion, posterior secuenciacion, cuantificacion y comparacion con bases de
datos de referencia (Figura 22). Para ello, una poblacién de ADNc se ancla a una matriz
de estreptavidina por el extremo 3’-biotina. Los ADNc se rompen en fragmentos de
tamafio comprendido entre 50-500 pb y los fragmentos no anclados se descartan. Los
ADNCc son secuenciados por secuenciacion de ultima generacién (NGS) empezando por
el sitio de fragmentacién, generando “tags” de 50 a 500 pb. Las secuencias (tags) son
ensambladas en lecturas extendidas (contigs), de manera que todas las secuencias se
pueden anotar a entradas de bases de datos y cuantificar. La técnica fue realizada en
un laboratorio externo (GenXPro GmbH, Alemania). Con la plataforma bioinformatica
Galaxy genetics®, se procedié al cribado de genes que se modulaban de forma
significativa (criterios de Log2Foldchange <-1 o >1, con un p valor <0,05) en las
condiciones estudiadas, y la plataforma GeneOntology resource-PANTHER®, se us6
con el fin de revisar las rutas biol6gicas donde estan implicados y su funcion.
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Figura 22. Esquema representativo del analisis transcriptémico por MACE.
Esquema aportado por la casa comercial GenXPro GmbH®.

14. Estudio estadistico.

Los resultados se han expresado como la media aritmética de valores de entre 2-6
experimentos independientes in vitro o 3-5 animales por condicién y su error estandar
de la media (S.E.M). Cuando sélo se ha mostrado un experimento, los datos se han
representado como el valor medio = desviacion estandar (S.D). Se comprobo la
normalidad de los datos con la prueba de Saphiro-Wilk. Cuando los datos mostraron
una distribucién normal, se utilizé la prueba t de Student desapareada paramétrica para
la comparacion de 2 grupos experimentales independientes, y el andlisis de la varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de comparacion mdiltiple de Bonferroni para la
comparacion de mas de 2 grupos. Cuando los datos no mostraron una distribucién
normal y en variables ordinales, se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para la comparacion de 2 grupos experimentales independientes, seguida de la
correccion de Monte Carlo, y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar
mas de 2 grupos experimentales, seguida de una prueba de comparacion multiple de
Benjamini, Krieger y Yekutieli. Para todos los analisis, los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos y se indicaron en cada figura. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 8.
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1. La sobreexpresion de Met reduce el dafio hepatico
durante la colestasis.

Estudios realizados en modelos animales deficientes de Met en hepatocitos han
evidenciado un efecto protector para esta ruta de sefializacion en un contexto de dafio
hepatico colestasico inducido por ligadura del conducto biliar (Giebeler A. et al, 2009).
Asimismo, la pérdida de Met agrava la lipotoxicidad y el dafio colestasico provocados
por una dieta aterogénica (2% colesterol, 0,5% colato sddico) (Gomez-Quiroz L. E., et
al, 2016). Con estos antecedentes, y dada la importancia de esta via en regeneracion
hepatica (Zhao Y., 2022), consideramos que seria interesante y Gtil analizar la respuesta
de ratones transgénicos con sobreexpresion del receptor Met en el higado (Tg Met) (Fan
Y. et al.,, 2017), frente a un dafio colestasico, para ayudar a comprender mejor la
implicacion de la via de HGF/Met en este contexto. Como se describe en la seccion de
metodologia, es importante resaltar que este modelo se caracteriza por una
sobreexpresion moderada de Met, en niveles aproximadamente 2-3 veces superiores a
los enddégenos, en hepatocitos, como principales células que expresan albumina (gen
cuyo promotor se ha usado para inducir el transgén). Como modelo de dafio colestasico
se decidi6 someter a ratones Wt y Tg Met a tratamiento con una dieta suplementada
con DDC durante 2 y 6 semanas (ver métodos para mas detalles).

1.1 La sobreexpresion de Met reduce el daio hepatico en
ratones sometidos a dieta DDC.

Primeramente, se validé el modelo experimental (ratén y hepatocitos transgénicos de
Met).
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Figura 23. Andlisis de los niveles de Met en higados de ratones Wt y Tg Met. A. Niveles de
ARNmM de Met analizados por RT-qPCR en higados de ratones Wty Tg Met. Datos de 5 ratones
por grupo (media + S.E.M.). B. Extractos proteicos de higados de ratones Wt y Tg Met fueron
usados para la inmunoprecipitacion de Met mediante un anticuerpo especifico frente a MET total.
La fosforilacion fue detectada mediante inmunoblot con anticuerpo anti-P-tirosina (P-TYR). El
western blot de MET fue empleado como control de carga. Se empledé como control interno
negativo (CI) el extracto proteico sin previa inmunoprecipitacion con el anticuerpo primario frente
a MET total. Se muestra un experimento representativo (panel izquierdo) y el analisis cuantitativo
(panel derecho). Se representa la media £ S.E.M. (n= 3-5). *** = p < 0,001.
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Para ello, se analizaron los niveles de expresion de Met en el higado de los ratones Wt
y Tg Met con el fin de confirmar la sobreexpresion de este receptor. De este modo se
analizaron mediante RT-qPCR los niveles de ARNm de Met, y nuestros resultados
muestran que los niveles de Met en los tejidos hepaticos procedentes de ratones Tg Met
son moderada pero significativamente mayores que los de ratones Wt en condiciones
basales (Figura 23A).

Ademds, se decidié realizar una inmunoprecipitacibn de MET para evaluar la
fosforilacion del receptor por western blot mediante el anticuerpo anti-fosfotirosina (P-
TYR). En la figura 23B, se puede observar la existencia de diferencias significativas
entre higados de ratones Wt y Tg Met, indicando una mayor activacién de la via
HGF/Met en los higados de los ratones Tg Met en comparacion con los Wt.
Paralelamente, se confirmd la presencia del transgén de Met en hepatocitos
inmortalizados procedentes de ratones Wt y Tg Met. Para ello, se realizaron varios
abordajes: por una parte, se realizé una PCR para detectar la presencia del transgén
Met. Se amplificaron dos fragmentos, el fragmento LoxP1-Met3 correspondiente a una
secuencia de tamafio 486 pb presente exclusivamente en células Tg Met, que indica
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Figura 24. Andlisis de los niveles totales y de activacion de Met en hepatocitos Wty Tg
Met. Se usaron hepatocitos inmortalizados en cultivo, procedentes de higados de ratones Wt y
Tg Met. A. Andlisis de la presencia de las secuencias correspondientes al gen LacZ (fragmento
de 315 bp, base pair; imagen superior) y el fragmento LoxP1-Met3 (fragmento de 486 bp; imagen
inferior) en hepatocitos Wt y Tg Met. C+: control positivo, ADN gendmico extraido de células
progenitoras hepaticas Wt y Tg Met previamente validadas; C-: control negativo (empleando
agua en lugar de ADN genodmico). B. Niveles de ARNm de Met analizados por RT-gPCR en
hepatocitos Wt y Tg Met. Datos de 3 experimentos independientes (media + S.E.M.). C.
Imagenes de microscopia 6ptica de campo claro de hepatocitos Wt y Tg Met en cultivo previa
tincion con X-gal. Fotos representativas en aumento 20X. Barra de escala: 20 um. D. Extractos
proteicos de hepatocitos Wty Tg Met fueron usados para la inmunoprecipitacion de Met con un
anticuerpo especifico frente a Met total. La fosforilacién fue detectada mediante inmunoblot con
anticuerpo anti-P-tirosina (P-TYR). El western blot de Met fue empleado como control de carga.
Se empled como control interno negativo (ClI) el extracto proteico sin previa inmunoprecipitacion
con el anticuerpo primario frente a MET total. Se muestra un experimento representativo (panel
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izquierdo) y el andlisis cuantitativo (panel derecho). Se representa la media + S.E.M. de 3
experimentos independientes. * = p < 0,05; *** = p < 0,001.

que la Cre recombinasa ha actuado; y un fragmento correspondiente al gen LacZ de
tamafio 315 pb, secuencia que estd presente exclusivamente en células Wt, e indica
gue la recombinasa no ha actuado (Figura 24A).

Asimismo, se realizé un andlisis de los niveles de ARNm de Met que muestra que los
hepatocitos Tg Met presentan mayores niveles de expresion de Met que los Wt (Figura
24B). Este analisis se complementé con una tincion usando X-gal, un sustrato
cromogénico que tifie de color azul el interior celular cuando se expresa la enzima B-
galactosidasa codificada por el gen LacZ. En la figura 24C se puede observar como los
hepatocitos Wt adquieren coloracion azulada al expresar la B-galactosidasa dado que la
recombinasa no ha actuado, y ausencia de coloracién en los hepatocitos Tg Met, en los
cuales la recombinasa si ha actuado. Adicionalmente, se realiz6 una
inmunoprecipitacion de MET para ver la activacion de Met de forma basal mediante el
analisis de P-TYR (Figura 24D), y se observo que los hepatocitos Tg Met presentan
unos mayores niveles del receptor fosforilado que los hepatocitos Wt.

Por ultimo, se analizé la respuesta al HGF en hepatocitos Wty Tg Met. Los hepatocitos
fueron tratados con HGF a una concentracion de 40 ng/ml durante 10, 30 y 60 minutos.
Se incluyeron hepatocitos cultivados en condiciones basales, es decir, en medio con
10% FBS, sin tratamiento con el factor. Tal y como se muestra en la figura 25, en los
hepatocitos Tg Met, la fosforilacién del receptor Met se produce de forma temprana (10
min) y mas marcada que en células Wt. En consonancia con esto, la fosforilacién de
ERK/MAPKs, una ruta activada por Met (Fan Y. et al., 2017) est4 acentuada en los
hepatocitos Tg Met a los tiempos estudiados.
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Figura 25. Analisis de la sefializacion de la via HGF/Met en hepatocitos Wty Tg Met. Niveles
de Met total y fosforilado (p-Met), P-AKT y P-ERK en hepatocitos Wt y Tg Met tratados con HGF
(40 ng/ml) a diferentes tiempos. Se muestra un experimento representativo (panel izquierdo) y el
andlisis cuantitativo (panel derecho). T: tiempo de tratamiento. Se representa la media + S.E.M.
de 3 experimentos independientes. Los datos fueron comparados respecto del control sin
tratamiento o segun se indica en la figura. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.
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Sin embargo, contrariamente a lo esperado, los niveles de P-AKT no siguen esta
tendencia, encontrandose mayores niveles en las células Wt que en las Tg Met. Por otro
lado, se puede apreciar de forma basal (sin tratamiento con HGF) en los hepatocitos Tg
Met tanto en ausencia como en presencia de 10% FBS, niveles detectables de
fosforilacion de Met. Por tanto, en conjunto, estos datos ponen de manifiesto mayores
niveles de expresion de Met, que resultan en una mayor activacion del receptor, tanto
de forma basal, como en respuesta a HGF, en el modelo transgénico de Met, tanto in
vivo (tejido hepatico) como in vitro (hepatocitos en cultivo).

Una vez validado el modelo experimental (tanto el modelo de ratén, in vivo, como el
modelo celular, in vitro, derivado del anterior), se analizé el efecto de la dieta DDC en
ratones Wt y Tg Met. La dieta DDC estd ampliamente empleada como modelo de dafio
hepatico colestatico (Preisegger K. H. et al., 1999). La alimentacién suplementada con
0,1 % de 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) se ha propuesto como un modelo
in vivo para la enfermedad colestasica debido a la formacién de tapones de porfirina
intraductales. La alimentacion crénica con DDC en ratones reproduce las principales
caracteristicas histopatolégicas de la enfermedad colestdsica humana, con
remodelacién de los compartimentos biliares que da lugar a una reaccion ductular,
fibrosis periductular e infiltrado inflamatorio (Fickert P. et al, 2010). Se analizaron los
sueros de los ratones Wt y Tg Met tras tratamiento con la dieta DDC para estudiar
marcadores séricos de dafo colestasico. Durante la colestasis, aumentan los valores en
suero de bilirrubina total, fosfatasa alcalina, AST y ALT, como consecuencia del fracaso
en la actividad habitual del higado y de la aparicién de dafio en el tejido (EASL Clinical
Practice Guidelines, 2009).
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Figura 26. Andlisis de marcadores séricos de dafio hepatico en ratones Wt y Tg Met
tratados con una dieta DDC. Niveles de bilirrubina total (A), fosfatasa alcalina (B), ALT (C) y
AST (D) en ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC. Los datos representan la
media £ S.E.M. (n= 3-5). Los datos fueron comparados respecto del control no tratado con DDC
0 segun se indica en la figura * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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Ante una destruccion de células del parénquima hepético se liberan al suero las
transaminasas AST y ALT, que en condiciones normales tendrian una localizacion
intracelular, incrementando por tanto sus niveles circulantes. La obstruccién biliar
durante el proceso de colestasis conlleva asimismo un aumento de los niveles séricos
de fosfatasa alcalina. La bilirrubina total aumenta también debido a la falta de liberacion
y la alteracion del metabolismo en el higado dafiado (Kwo P.Y., 2017). Tras 6 semanas
de dieta DDC, se pueden observar diferencias significativas entre los ratones Wty Tg
Met, de forma que los ratones Tg Met tienen unos valores de bilirrubina total, fosfatasa
alcalina y AST menores que los de ratones Wt, datos compatibles con un menor dafio
hepéatico. En el caso de la ALT, los valores no muestran diferencias significativas entre
los dos genotipos (Figura 26).

Adicionalmente, se analizaron los pesos de los higados y de los ratones con el fin de
buscar diferencias entre los diferentes grupos experimentales en respuesta a la dieta
colestasica. El andlisis de la relacién peso higado/peso animal puede emplearse como
un indicador de dafio en el higado, ya que existe una pérdida del volumen celular durante
un dafio (Kumamoto R. et al., 2013). Tal y como puede observarse en la figura 27, a 6
semanas de dieta DDC, la ratio peso del higado respecto del peso corporal es mayor en
ratones Tg Met. El andlisis individual del peso del higado y corporal reflejan una pérdida
de peso corporal en los ratones Wt que no se observa en los Tg Met. Ademas, los
ratones Tg Met muestran un claro aumento en el peso del higado que no se ve en los
Wt, probablemente debido a una mayor destruccién de tejido inducida por el dafio
colestasico. De forma global, estos datos podrian ser consistentes con un menor dafo,
y/o una repuesta regenerativa mas eficaz (Cienfuegos J. A. et al., 2014) en los ratones
Tg Met.
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Figura 27. Andlisis del peso del higado y corporal y su relacién en ratones Wt y Tg Met
sometidos a una dieta DDC. (A) Relacién peso del higado frente al peso total del cuerpo (Ratio
higado/peso animal); (B) peso del higado; y (C) peso del animal, analizados en ratones Wty Tg
Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC. Datos de entre 5y 7 ratones por grupo experimental
(media £ S.E.M.). * = p < 0,05; ** = p < 0,01 respecto de su control no tratado con DDC.

Durante un dafio hepéatico colestasico cronico puede aparecer fibrosis derivada de un
proceso de lesion tisular mantenido en el tiempo (Pose E., 2019). En este contexto se
liberan factores profibréticos como TGF-8, PDGF y VEGF, que contribuiran al depdsito
de fibras de colageno y a la remodelacion de la matriz extracelular.
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De este modo, se decidié estudiar los niveles de expresion génica y/o proteica de
componentes esenciales de la matriz (COL1A1), y reguladores conocidos del proceso
fibrético hepéatico, como la MMP9, una de las principales metaloproteinasas implicadas
en remodelacion de matriz extracelular (Tsomidis I. et al., 2022) y su inhibidor Timp-1;
el activador tisular de plasmindgeno tPA (tissue-type plasminogen activator, codificado
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Figura 28. Analisis de la fibrosis hepatica en higados de ratones Wty Tg Met sometidos a
una dieta DDC. A. Niveles de expresion de Mmp9, Timp-1, Col1Al, Tpay Serpine 1 analizados
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por RT-qPCR en ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas en dieta DDC. Se usé Gusb como
gen normalizador. Se representa la media + S.E.M. (n=3-5). B. Niveles de proteina de MMP9,
TIMP-1y COL1A1 medidos mediante western blot en extractos proteicos de higados de ratones
Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC. Se uso6 B-ACTINA como control de carga. Se
muestra un experimento representativo (panel izquierdo) y el analisis cuantitativo por
densitometria (panel derecho) correspondiente a datos de 5 ratones por grupo (media + S.E.M.).
C. Analisis de los niveles de coldgeno mediante tincion con Sirius Red en cortes de tejido
hepatico de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC. Se muestran imagenes
de microscopia representativas. Barra de escala: 20 um. Aumento: 20X (panel izquierdo). Se
midio el area fibrotica (panel derecho) usando el software Image J, en 10 regiones periportales
por animal. Los datos se expresan como % promedio del area fibrética y son la media + S.E.M.
(n=3-5). ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 respecto de su control no tratado con DDC o como se
indica.

por el gen Tpa) y su inhibidor PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor-1), codificado por el
gen Serpine 1, que también se han relacionado con el proceso de regeneracion hepatica
y la disminucién de fibrosis. Se puede observar en la figura 28A, que a 2 semanas de
tratamiento con DDC, los niveles de expresion de Mmp9 y Timp-1 se inducen
significativamente en los higados de ratones Wt, mientras que en Tg Met la induccion
es significativamente inferior o ausente. Algo similar ocurre con la expresion de Tpa y
Serpinel, que se induce con la dieta DDC en ambos tiempos de tratamiento en los
ratones Wt, pero no en los ratones Tg Met. Los niveles de CollAl también aumentan
con el tratamiento de DDC, especialmente a 2 semanas, pero curiosamente no se
observan diferencias entre ratones Wty Tg Met. Para completar estos datos, se realiz
un estudio de expresion proteica en tejido hepatico de los marcadores MMP9, TIMP-1y
COL1A1 (Figura 28B). Aunque en general se ve un aumento de los tres marcadores
con la dieta en los higados Wi, los cambios son mucho mas sutiles que los observados
a nivel de ARNm y no se alcanza significatividad estadistica. En el caso de TIMP-1, los
niveles son inferiores en higados Tg Met respecto de Wt, como se observaba a nivel de
ARNmM, pero de nuevo se pierde la significatividad. Sin embargo, MMP9, al contrario de
lo observado en el ARNm, presenta niveles superiores en higados Tg Met con la dieta
DDC a 6 semanas de tratamiento, siendo las diferencias con Wt significativas. Se
requeririan estudios adicionales para clarificar la aparente inconsistencia entre
expresion génica y expresion proteica, pero podria ser debido a una regulacion
postranscripcional diferencial, dado que aunque la regulacién principal es
transcripcional, se han descrito mecanismos de regulacion postranscripcional para
algunos miembros de la familia de MMPs y TIMPs (Clark I. M., et al, 2008). La expresion
proteica de COL1A1 muestra una tendencia a un incremento en los niveles en higados
Wt a 2 y 6 semanas de DDC, que no se observan en Tg Met, aunque hay que sefalar
gue los higados Tg Met tienden a tener los niveles basales incrementados.

Como abordaje adicional para estudiar el estado de fibrosis inducida por DDC, se
analizé el deposito de fibras de colageno tipo | y Ill mediante la tincion de Sirius Red
(Figura 28C). Los resultados muestran una mayor acumulacion de fibras de colageno
en las areas periportales durante el tratamiento, a 2 y 6 semanas de dieta DDC, sin
embargo, no se observan diferencias significativas entre ratones Wt y Tg Met. En
conjunto, los analisis del proceso fibrético no son concluyentes. Aunque los datos a nivel
de expresion de marcadores parecen reflejar diferencias en el proceso de remodelacion
de la matriz entre higados Wt y Tg Met, que podrian apoyar los datos previos de un
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menor dafio en ratones Tg Met, no se observan diferencias entre ellos en cuanto a la
acumulacién hepética de colageno.

Adicionalmente, se estudié la expresion de los diferentes transportadores de sales
biliares, con el fin de profundizar en la regulacion del transporte de sales biliares en los
higados de ratones Wt y Tg Met en respuesta a la dieta DDC (Figura 29A). El gen
Abcbl1l1 codifica para el receptor BSEP, localizado en la membrana canalicular del
hepatocito, pertenece a la familia de transportadores de tipo ABC, transporta tanto sales
biliares conjugadas como no conjugadas. Mutaciones en BSEP se han relacionado con
diversas enfermedades colestasicas (Kubitz R. et al., 2012). El gen Slc10al codifica
para el transportador NTCP, que se expresa en la membrana basolateral (sinusoidal)
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Figura 29. Analisis de la expresion de genes relacionados con el metabolismo de sales
biliares en higados de ratones Wty Tg Met sometidos a una dieta DDC. Niveles de expresién
de transportadores de sales biliares, Abcb11, Sicolal, Abcc4, Sicl0al Slco3al y Abcg2 (A);y
receptores de sales biliares, Nrlh4 y Gpbarl (B), determinados mediante RT-gPCR, en extractos
de ARNm total de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC. Se us6é Gusb como
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gen normalizador. Se representa la media + S.E.M. (n=3-5). *=p < 0,05; * =p < 0,01; **=p <
0,001 respecto de su control no tratado con DDC o como se indica.

del hepatocito y es uno de los transportadores mas importantes asociado al transporte
de sales y acidos biliares que provienen de la circulacion enterohepatica. Los sustratos
principales del NTCP son las sales biliares conjugadas con glicina y taurina, mediante

cotransporte pasivo con Na*. El gen Slcolal codifica para el transportador OATP1, que
pertenece a una familia de transportadores de aniones organicos expresados en los
enterocitos y en los hepatocitos para el transporte de sales biliares (Geier A., 2005).
Estos tres genes, Abcbll, Slcolal y Slc10al muestran un perfil de expresion similar de
disminuciéon a 2 y 6 semanas de dieta DDC, que solo alcanza significatividad en el
higado de los ratones Wt, pero sin diferencias significativas entre Wty Tg Met.

El gen Abcc4 que codifica para la proteina de transporte MRP4 expresada en la
membrana basolateral del hepatocito con consumo de energia en forma de ATP para el
transporte de sustancias enddgenas y xenobioticos, presenta un aumento en sus niveles
en respuesta a la dieta tanto en ratones Wt como en Tg Met, pero el aumento solo es
significativo en Tg Met tras 6 semanas de dieta DDC. El gen Slco3al codifica para el
transportador OATP3A1 que forma parte de la misma familia de polipéptidos que el
transportador OATP1, y también transporta sales biliares hacia la circulacion sanguinea
(Li M. et al., 2022). Este gen muestra un perfil de expresion similar a Abcc4, con un
aumento tras la dieta DDC, que es significativo en higados Tg Met a 6 semanas de
tratamiento. Este hallazgo puede asociarse con una eliminacién de sales biliares hacia
circulacion periférica para su excrecion renal con el fin de aclarar las altas
concentraciones de sales biliares durante la colestasis (Pan Q. et al., 2018).

El gen Abcg?2 codifica para el transportador ABCG2, que se expresa en la membrana
basolateral del hepatocito, y que también recibe el nombre de BCRP (Breast Cancer
Resistance Protein) y transporta una gran variedad de productos sulfatados de
esteroides y xenobioéticos (Blazquez A. G.et al., 2012). Se ha descrito que esta proteina
transporta sales biliares que provienen de la circulacién enterohepatica hacia el ducto
biliar (Blazquez A. G.et al., 2012). La expresion de Abcg2 no muestra cambios claros en
higados Wt tras la dieta, pero si muestra una induccion significativa en Tg Met, y por
tanto una regulacion diferencial entre Wty Tg Met, a 2 semanas de dieta DDC.

Paralelamente se estudié la expresion de Nrlh4 y Gpbarl, receptores de sales biliares
gue participan como mediadores del metabolismo de las mismas (Figura 29B). El gen
Nrlh4 codifica para la proteina FXR, la cual estd implicada en la regulacion del
metabolismo de la glucosa, de lipidos, del colesterol y en la formacion de sales biliares
en el higado. Su expresion muestra un descenso significativo a 2 semanas en respuesta
a la dieta, en higados de ratones Wt, pero no en los Tg Met. Gpbarl codifica para el
receptor TGRS, el cual se ha relacionado con el control de los niveles de sales biliares,
la hepatoproteccion durante la colestasis y la regulacion de moduladores de la
inflamacién cuando se unen a él las sales biliares (Klindt C. et al., 2019; Chiang J.Y.L.
& Ferrell J. M., 2020). Tras 2 semanas de DDC, la expresion de Gpbarl aumenta de
forma significativa en higados Wt, pero no en los Tg Met, presentado asi una regulacion
diferencial entre ambos genotipos. En conjunto, el patron de regulacion de expresion de
los genes relacionados con el transporte y metabolismo de sales biliares, por la dieta
DDC, es similar en Wt y Tg Met. Solo el transportador Abcg2 (BCRP) y el receptor
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Gpbarl (TGR5) muestran una regulacion diferencial. En un contexto tumoral, se ha
descrito también un aumento de expresion de Abcg2 dependiente de la sobreexpresion
de Met, lo que esta asociado a la resistencia a farmacos como la doxorrubicina (Jung K.
A., 2015). También se ha demostrado que una disminucion en la expresion de Gpbarl
en células epiteliales biliares promueve la evolucion de la colangitis esclerosante en
modelos de raton (Reich M. et al., 2021). Si las diferencias observadas en nuestro
modelo estan asociadas o no a una alteracion en el metabolismo de sales biliares en
ratones Tg Met, en el contexto del dafio inducido por DDC, no esta claro, y requeriria
experimentos adicionales.

1.2 La sobreexpresion de Met conduce a una aminoracion
de la reaccion ductular inducida por la dieta DDC.

Esta bien establecido que el fenotipo colestasico inducido por el modelo DDC se
acompafa de una reaccién ductular y una expansion de las CPH/OC que se propone
gue participan en la regeneracion hepética (Fickert P. et al., 2007). Como se comentd
en el apartado de introduccion de esta memoria, las CPH/OC son células bipotenciales
que constituyen una fuente celular alternativa para la repoblacion hepatica cuando se
agota el potencial regenerativo de los hepatocitos maduros.

Quisimos evaluar la participaciéon de estas células y la reaccién ductular en respuesta al
dafio inducido por DDC en nuestro modelo de ratones Wty Tg Met. Para ello se empled
la tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E). Asi, este analisis histoldgico reveld que tanto
en higados de los ratones Wt como de los ratones Tg Met tratados con DDC se producia
una reaccion ductular, caracterizada por la expansién desde las regiones periportales
de células pequefias basofilicas que forman estructuras de tipo ductal. Se llevé a cabo
una cuantificacion del area de expansion de la reaccion ductular en las regiones
periportales. Los datos obtenidos de este analisis muestran una menor reaccion ductular
en los ratones Tg Met, con diferencias significativas a 6 semanas de DDC, compatible
con una menor expansion de CPH/OC (Figura 30A).

Para confirmar estos datos, se analiz6 la expresion de marcadores comunmente usados
para la identificacion de CPH/OC, tales como Epcam o Krt19 (Miyajima A., Tanaka M.,
Itoh T., 2014) mediante RT-gPCR en extractos hepaticos de ratones Wty Tg Met. En el
higado de ratones Wt se observd un aumento de la expresién de estos genes,
especialmente a las 2 semanas de tratamiento, mientras que en los ratones Tg Met la
induccién es menor, de hecho, no es estadisticamente significativa. También se analiz6
la expresion proteica de EPCAM, que siguié la misma tendencia que lo observado a
nivel de ARNm (Figura 30B y C).

Posteriormente se realiz6 la tincion doble CK19-Ki67, utilizando CK19 como marcador

de CPH/OC y Ki67 como marcador de célula en proliferacién. Las imagenes de
microscopia muestran un mayor ndmero de células doble positivas CK19/Ki67 en
higados de ratones Wt a las 6 semanas de dieta DDC respecto del Tg Met en las zonas
proximas a las areas portales (Figura 30D).

101



Area de expansion
ductular relativa

0 2 6
dieta DDC (semanas)

B Wit Tg Met
R - kDa 1 1 I 1 1
5 15 Epcam *} 61Krt19 e B W ic 0 2 6 : 0 2 ' 6 DDC (semanas)
hd 4 ] -
% . [ TgMet [ B - ""|EPCAM
% 10 4 55—, - - =
S " e ; B-ACTINA
% A * . . - T I T T
= 5 s 2 7 ' Yan
8 I [ c [k - 2w
g m T R 5 4 .
Rl L oLl : Q4 I Tg Met
0 2 6 0 2 6 o
dieta DDC (semanas) dieta DDC (semanas) 3 2
8 1 “‘A 4 .
0 A
= 0o 2 6
dieta DDC (semanas)
Wit Tg Met o
2
25
8%
© o
~ 23
2 S&
¥ 05
o L£ea
2 5%
]
- o X
T o
o=
= N
3]
5
z dieta DDC
(semanas)

Figura 30. Andlisis de la reaccién ductular y expansion de CPH/OC en higado de ratones
Wt y Tg Met sometidos a una dieta DDC. A. Imégenes representativas de la tincion de
Hematoxilina & Eosina en cortes de tejido hepatico de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas
con dieta DDC. Barra de escala: 20 pm. Aumento: 20X (panel izquierdo). Se realizé un andlisis
morfométrico cuantitativo (panel derecho) de las éareas de expansion ductular en las
proximidades de las zonas periportales en 10 regiones periportales por animal, usando el
software Image J. Los datos representan la media + S.E.M. (n=4-9). B. Niveles de expresion de
Epcam y Krt19 como marcadores de CPH/OC, analizados mediante RT-gPCR, en extractos de
ARNmM total de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC. Se us6 Gusb como gen
normalizador. Se representa la media + S.E.M. (n=3-5). C. Niveles proteicos de EPCAM en
higados de ratones Wt y Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC, analizados mediante
western blot. B-ACTINA fue empleado como control de carga. Se muestra un experimento
representativo (panel superior), y el analisis cuantitativo por densitometria (panel inferior). Los
datos representan la media + S.E.M.(n=5). D. Andlisis del indice proliferativo de las células
CK19+ en higado de ratones Wt y Tg Met no tratados y tratados 6 semanas con dieta DDC.
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Imagenes representativas (panel izquierdo) de la tincion por inmunofluorescencia con
anticuerpos para CK19 (marcador de CPH/OC) y Ki67 (marcador de proliferacion). Barra de
escala: 20 um, aumento: 20X. Se realizé un contaje (panel derecho) del nimero de células
CK19+/Ki67+ en 10 regiones portales de cada animal. Los datos representan la media = S.E.M.
(n=3). * = p <0,05; * = p < 0,01; ** = p < 0,001 respecto de su control no tratado con DDC o
como se indica.

1.3 La sobreexpresion de Met protege y mejora la
capacidad regenerativa de los hepatocitos frente a un
daiio colestasico.

Dada el conocido papel de HGF como mitégeno en hepatocitos (Kimura M., Moteki H.,
Ogihara M., 2023) se analiz6 la tasa de proliferacién en el parénquima hepatico en
cortes de tejido hepatico de ratones Wty Tg Met tras 6 semanas de dieta DDC mediante
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo Ki67, y DAPI como marcador nuclear, y se
cuantific6 el nimero de ndcleos de hepatocitos positivos, ya que los ndcleos de los
hepatocitos son facilmente identificables debido a su gran tamafio y morfologia
redondeada (Figura 31A).
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Figura 31. Analisis de la proliferacién de hepatocitos en el higado de ratones Wt y Tg Met
sometidos a una dieta DDC. A. Numero de células proliferativas (Ki67 positivas) en el
parénquima hepatico de ratones Wt y Tg Met tratados durante 6 semanas con dieta DDC.
Imagenes representativas (panel izquierdo) de la tincion por inmunofluorescencia con Ki67
(marcador de proliferacién) y DAPI (marcador nuclear). Barra de escala: 20 pm, aumento: 20X.
Se realiz6 un contaje (panel derecho) del nimero de células Ki67+ de 10 regiones
parenquimaticas y se calcul6 el porcentaje (media + S.E.M.; n=3). B. Actividad caspasa 3 en
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extractos proteicos de higados de ratones Wt y Tg Met tras 0 y 6 semanas de dieta, medida
mediante ensayo de fluorescencia. Los datos se expresan por ug de proteina y corresponden a
4-5 ratones (media + S.E.M.). (UA, unidades arbitrarias) ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 respecto
de su control no tratado con DDC o como se indica.

Los resultados muestran valores méas elevados de proliferacion en hepatocitos en los
ratones Tg Met tratados con DDC durante 6 semanas, lo que sugiere una ventaja
proliferativa, y en consecuencia una mejor respuesta regenerativa en dicha poblacién.
Paralelamente, se analizé la actividad caspasa 3 como marcador de muerte por
apoptosis en los tejidos hepaticos (Figura 31B). Se puede observar que higados Tg Met
presentan menores niveles de actividad caspasa-3 que los Wt tras 6 semanas de dieta
DDC, lo que sugiere que la sobreexpresién de Met resulta en una menor muerte celular
ante un dafio colestasico.
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Figura 32. Andlisis de mediadores y vias de inflamacién en el higado de ratones Wty Tg
Met sometidos a una dieta DDC. A. Niveles de expresioén de 116, 1110, 1178, Tnfa, Ifng y Nirp3,
en extractos de ARNm de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC, analizados
mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb como gen normalizador. Se representa la media £ S.E.M. (n=3-
5). B. Niveles de activacién de STAT3 (P-STAT3) en extractos proteicos de higados de ratones
Wty Tg Met, analizados mediante western blot. 3-ACTINA fue empleado como control de carga.
Se muestra un experimento representativo (panel izquierdo) y el analisis cuantitativo por
densitometria (panel derecho), correspondiente a datos de 3-5 ratones por condicion (media +
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S.E.M.). * = p < 0,01; *** = p < 0,001 respecto de su control no tratado con DDC o como se
indica.

Durante la colestasis se establece un ambiente proinflamatorio donde participan
numerosos mediadores, con participacion de diferentes interleucinas y otros mediadores
de la inflamacién que pueden influir en el proceso regenerativo tanto positiva como
negativamente (Gan C. et al., 2022). Teniendo en cuenta esto, se quiso analizar la
existencia de posibles diferencias en la respuesta inflamatoria entre los animales Wt y
Tg Met tratados con DDC como consecuencia de la sobreexpresion del receptor Met.
De este modo, se analizaron los niveles de expresion de ARNm de interleucinas (IL) IL-
6, 10, 1B, y también de IFNy, TNF-a y NLRP3.

En la figura 32A puede observarse que II6 aumenta tanto en Wt como Tg Met en
respuesta a la dieta DDC, pero el aumento es significativamente mayor en el ratén Tg
Met. Esto va acompafiado de una mayor activacion (aunque no se alcanza
significatividad) de STAT3 en los higados Tg Met a 6 semanas de DDC (Figura 32B), y
podria relacionarse con una respuesta regenerativa mas eficaz, ya que se ha descrito a
IL-6 como un potente regulador de la homeostasis y un mitdgeno de hepatocitos, con
un papel muy relevante en regeneracion (Schmidt-Arras D. et al., 2016). La expresion
de 1110 presenta un perfil opuesto en Wt y Tg Met, con diferencias significativas tanto a
2 como a 6 semanas. Por el contrario, la expresiéon de lllb, Tnfa, Ifng y NIrp3 no
muestran un patron diferencial entre Wt y Tg Met, sin embargo, puede observarse un
aumento en los niveles de Il1b, Tnfa, y NIrp3 principalmente a 2 semanas de DDC, lo
que apoya su papel como mediadores de la inflamacién durante la colestasis inducida
en este modelo.
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Figura 33. Analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion al linaje de hepatocito
en el higado de ratones Wt y Tg Met sometidos a una dieta DDC. Niveles de expresion de
Hnf4a y Cyp7al en extractos de ARNm total de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con
dieta DDC, analizados mediante RT-qPCR. Se usé Gusb como gen normalizador. Se representa
la media + S.E.M. (n=3-5). * = p < 0,05 respecto de su control no tratado con DDC o como se
indica.

Dado que entre los cambios y las alteraciones que tienen lugar como consecuencia de
los mecanismos regenerativos desencadenados por una lesion en el tejido hepatico se
ha descrito una desdiferenciacién hepatocelular transitoria (Berasain C., 2022), se
analizaron marcadores de diferenciacion celular de linaje hepatico en los tejidos,
concretamente Hnf4a y Cyp7al, siendo ambos marcadores expresados en hepatocitos.
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Hnf4a es un gen requerido en el proceso de diferenciacion celular del hepatocito (Dubois
V. et al., 2020). Cyp7al se expresa en hepatocitos adultos y se ha relacionado con
diversas funciones, entre las que cabe destacar su papel en la regulacién del
metabolismo y produccién de &cidos biliares, en el proceso de regeneracion hepatica, y
recientemente se ha descrito su papel protector frente a la inflamacion y desarrollo de
fibrosis derivado del control homeostatico del colesterol (Zhang L. et al., 2009; Liu H. et
al., 2016).

En la figura 33 se observa una caida transitoria (aunque no se alcanza significatividad
estadistica) en la expresion de ambos genes en higados Wt tras 2 semanas de
tratamiento con DDC, caida que no se observa o es menor en los higados de los ratones
Tg Met. En el caso de Cyp7al las diferencias entre Wty Tg Met son estadisticamente
significativas. Hay que destacar que los niveles de expresion basal también tienden a
ser mayores en los ratones Tg Met. Este resultado apoyaria de nuevo la idea de un
menor dafio en los hepatocitos de ratones Tg Met.
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Figura 34. Analisis de la activacion de AKT y ERK/MAPKSs en el higado de ratones Wty Tg
Met sometidos a una dieta DDC. Niveles de P-AKT y P-ERK en extractos proteicos de higados
de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC, analizados mediante western blot.
B-ACTINA fue empleado como control de carga. Se muestra un experimento representativo
(panel superior) y el analisis cuantitativo por densitometria (panel inferior), correspondiente a
datos de 3-5 ratones por condicién (media £ S.E.M.). * = p < 0,05 respecto de su control no
tratado con DDC o como se indica.

HGF, a través de su receptor Met, dispara diferentes vias de sefializacion, entre ellas,
las vias de PI3K/AKT y de ERK. La activacion por HGF de la ruta mediada por AKT
desencadena principalmente una repuesta regenerativa (Shamsan E. et al., 2024). Por
otra parte, la activacion de la cascada ERK/MAPKs estd implicada en procesos de
proliferacién, crecimiento y migracion en hepatocitos (Gonzalez M. N. et al., 2017). Con

106



todo ello, se analizaron los niveles de P-AKT y P-ERK en ratones Wty Tg Met sometidos
a una dieta DDC. En la figura 34 puede observarse que de forma general en ambos
tipos de ratén los niveles de P-ERK se mantienen constantes durante el proceso de
colestasis, sin cambios significativos entre condiciones ni entre los genotipos. Sin
embargo, en el caso de P-AKT puede observarse que los higados Tg Met muestra una
mayor activacion de AKT con respecto al Wt, tanto basalmente como bajo tratamiento
con DDC, que sugiere que la sobreexpresion de Met en hepatocitos favorece la
activacion de algunas vias proregenerativa en el higado.

1.4 La sobreexpresion de Met produce una alteracion en
la via de TGF-8 en el higado de ratones sometidos a un
dafo colestasico.

La relevancia del TGF-f3 durante el dafio hepético, su efecto apoptético, y su papel clave
en el desarrollo de fibrosis (Dewidar B., et al, 2019) lo convierten en una importante
diana de estudio. Ademas, se han descrito regulaciones cruzadas entre la via de
HGF/Met y la via del TGF-B. Asi, algunas de las acciones hepatoprotectoras de
HGF/Met se han asociado con accion inhibitoria sobre las acciones profibrogénicas de
TGF-B (Giebeler A. et al., 2009; Marquardt J. U. et al., 2012; Inagaki Y. et al., 2008).
Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha descrito el papel de la via de
HGF/Met en la regulacién de la respuesta al TGF-B en CPH/OC, lo que apunta a que
existe un crosstalk HGF/Met y TGF-B que repercute en el comportamiento de las
CPH/OC y en su capacidad regenerativa in vivo (Almalé L. et al., 2019). Por todo ello,
decidimos analizar si la sobrexpresién de Met podria impactar en la via de sefializacion
de TGF-B en el higado en un contexto de colestasis. Para ello, en primer lugar, se
analizaron los niveles de expresion de ARNm de los diferentes ligandos y receptores de
TGF-B con el fin de obtener una vision general de la implicacién de esta via en el modelo
de estudio (Figura 35).

Los niveles de Tgfbl y 2 (que codifican para TGF-B1 y TGF-B2, respectivamente)
aumentan durante la dieta DDC, principalmente a 2 semanas, obteniéndose en higados
Wt unos niveles diferencialmente significativos para Tgfb2 respecto del basal, sin
embargo, no se observan grandes diferencias entre genotipos, siendo las modulaciones
observadas relativamente semejantes en ambos. Son llamativos los datos obtenidos del
andlisis de Tgfb3 (que codifica para TGF-3): los ratones Tg Met muestran unos niveles
significativamente superiores a los de ratones Wt, de forma basal, sin embargo, durante
la colestasis sus niveles caen de forma significativa, mientras que en ratones Wt, los
niveles de Tgfb3 no se modulan con el tratamiento. Paralelamente se analizaron los
niveles de expresion de ARNm de los receptores de TGF-B. Como se muestra en la
figura 35, los tres receptores presentan un aumento en la expresion con la dieta DDC,
aumento no observado en ratones Tg Met. Las diferencias entre Wt y Tg Met son
significativas para Tgfbrl (que codifica para TBRI) a 2 semanas y para Tgfbr3 (que
codifica para TBRIII o betaglicano) tanto a 2 como a 6 semanas de dieta. Por otra parte,
se observan diferencias basales, concretamente niveles de expresion superiores para
Tgfbr2 (que codifica para TBRII) y Tgfbr3, en ratones Tg Met. Tanto TBRI como TRRII,
forman el complejo heterotetramérico para interactuar con las proteinas R-Smads.
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Betaglicano se considera un co-receptor, no tiene actividad quinasa, pero si dimeriza e
interactla con otros receptores a nivel de la superficie celular cumpliendo una funcién
como reservorio o capturador de ligandos disponibles para los receptores TBRI y TRRII
(Dreyfuss J. L. et al., 2009). De forma general, los resultados muestran que los tres
receptores tienen niveles superiores de expresién en los higados de ratones Wt en
comparacion con los de Tg Met durante el tratamiento con la dieta colestésica.
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Figura 35. Andlisis de laexpresion de ligandos y receptores de la viade TGF-B en el higado

de ratones Wt y Tg Met sometidos a una dieta DDC. Niveles de expresion de Tgfbl, Tgfb2,
Tgfb3, Tgfbrl, Tgfbr2 y Tgfbr3 en extractos de ARNm total de ratones Wty Tg Mettras 0,2y 6
semanas con dieta DDC, determinados mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb como gen
normalizador. Se representa la media + S.E.M. (n=4-5). ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 respecto de
su control no tratado con DDC o como se indica.

Para completar esta informacion, se analizé la activacion de la ruta de TGF- mediante
el andlisis de los niveles de fosforilacién de SMAD?2 y la posible modulacién de algunos
genes diana de TGF-B en el higado de ratones Wt y Tg Met tratados con DDC.

A 2 semanas de tratamiento con la dieta DDC se observa un aumento de los niveles de
P-SMAD2 en ratones Wt, lo que no sucede en ratones Tg Met (Figura 36A). Estos
resultados son consistentes con la induccion, en los higados Wt, de Smad7 y Serpine 1
(Figura 36B). SMAD7 es un regulador negativo de la activacion de la via candnica de
TGF-B, y PAI-1 (codificado por el gen Serpinel) esta estrechamente relacionado con las
acciones del TGF-f mediando procesos de fibrosis y remodelado de la matriz
extracelular, siendo ambos genes dianas de la via canonica del TGF- g (Barcena C. et
al., 2019; Senties-Gomez M. D. et al., 2005). En conjunto, estos resultados sirven como
evidencia de que la via canodnica de TGF-$ estd menos activa en higados de ratones Tg
Met durante la colestasis inducida por la dieta DDC.
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Figura 36. Analisis de la via de sefializacion de TGF-f en el higado de ratones Wty Tg Met
sometidos a unadieta DDC. A. Niveles de SMAD?2 activada (P-SMAD2) en extractos proteicos
de higados de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC, determinados mediante
western blot. La B-ACTINA fue usada como control de carga. Se muestra un experimento
representativo (panel izquierdo) y el andlisis cuantitativo por densitometria (panel derecho). Se
muestra la media + S.E.M. (n=3-5). B. Niveles de expresion de Smad7 y Serpinel en extractos
de ARNm total de ratones Wt y Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC, determinados
mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb como gen normalizador. Se representa la media £+ S.E.M. (n=4-
5). *=p<0,01; ** = p < 0,001 respecto de su control no tratado con DDC o0 como se indica.

Para estudiar con mas detalle los mecanismos implicados en la diferente respuesta de
los ratones Tg Met al dafio inducido por la dieta DDC, y dados los hallazgos de una
alteracion en la activacion de la via del TGF- en los higados Tg Met, quisimos
profundizar en el analisis de esta via, realizando estudios con las lineas de hepatocitos
derivadas de los ratones Wt y Tg Met, descritas en el apartado de material y métodos.
Se trataron hepatocitos Wt y Tg Met con TGF-B a concentraciones de 1, 2 y 5 ng/ml
durante 24 y 48h para explorar si realmente habia una respuesta diferencial frente a
este factor entre ambos genotipos que pudiera asociarse a una atenuacion de la
sefializacion de TGF-B (Figura 37).

Los resultados mostrados en la figura 37A indican que solo la dosis més alta (5 ng/ml)
afecta a la viabilidad de estas células, y la caida en la viabilidad en hepatocitos WT es
ligera pero significativamente superior a la observada en los Tg Met a 48h de
tratamiento. Por otro lado, se estudid la activacion de la ruta de TGF-3, analizando los
niveles de P-SMAD2. Para ello, hepatocitos Wt y Tg Met fueron tratados con 2 ng/ml de
TGF-B durante 10, 30y 60 minutos (Figura 37B). Los niveles de P-SMAD?2 en respuesta
al TGF-B en hepatocitos Tg-Met tendian a ser incluso superiores a los observados en
los Wt, en cualquier caso, los datos no alcanzan significatividad estadistica debido a la
alta variabilidad.
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Figura 37. Estudio de la respuesta a TGF-B de los hepatocitos Wt y Tg Met. A. Viabilidad
celular en hepatocitos Wt y Tg Met tratados con 1, 2 y 5 ng/ml de TGF-B durante 24h (panel
izquierdo) y 48h (panel derecho) analizada mediante tincién con cristal violeta. Los datos son la
media + S.E.M de 3 experimentos independientes. B. Niveles de activacion de SMAD2 (P-
SMAD?2) en extractos proteicos de hepatocitos Wt y Tg Met tratados con 2 ng/ml de TGF-8
analizados mediante western blot. B-ACTINA fue empleado como control de carga. T: tiempo de
tratamiento. Se muestra un experimento representativo (panel izquierdo) y el analisis cuantitativo
por densitometria (panel derecho), correspondiente a datos de 3 experimentos independientes
(media £ S.E.M.). * = p <0,05; * = p < 0,01, *** = p < 0,001 respecto de su control no tratado o
como se indica.

Por tanto, estos datos mostraban una diferencia de respuesta a TGF-f in vitro debida a
la sobrexpresién de Met en hepatocitos limitada en términos de viabilidad e inexistente
en términos de sefializacién, resultados que no reflejaban lo observado in vivo durante
el proceso de colestasis. Por ello decidimos tratar de imitar in vitro el modelo de
colestasis por DDC, tratando los hepatocitos en cultivo con TCDC, sal biliar
predominante en la bilis del raton (Kister B. et al., 2023).

Para poner a punto el modelo de “colestasis in vitro”, en primer lugar, tratamos los
hepatocitos Wt y Tg Met con diferentes concentraciones de TCDC durante 24 y 48h para
estudiar codmo esta sal biliar afectaba a la viabilidad. En la figura 38B se puede observar
como el TCDC provoca una pérdida de viabilidad, de forma dependiente de la dosis, y
que no hay diferencias a este nivel entre ambos genotipos, aunque en hepatocitos Tg
Met la respuesta esta algo retrasada, particularmente con las dosis mas bajas (datos de
24h). Decidimos seleccionar la concentracion de 75 UM para los estudios posteriores,
ya que induce una disminucion del numero de células en torno al 20%, una pérdida de
viabilidad moderada y factible para trabajar en condiciones de cultivo que no causaran
un estrés excesivo en las células. Con esta dosis disefiamos un protocolo (Figura 38A)
consistente en el mantenimiento de los hepatocitos en medio al 10% FBS con TCDC
durante al menos 24 horas, tras este tiempo se procedia a la renovacion del medio (0%
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FBS y con TCDC) para la realizacion de los diferentes estudios posteriores
(principalmente para el tratamiento con TGF-B), tras 2h de deprivacion de suero.
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Figura 38. Presentacion y validacion del modelo de hepatocitos Wt y Tg Met in vitro
pretratados con TCDC 75 pM. A. Esquema gréfico del protocolo de tratamiento de los
hepatocitos con TCDC a 75 uM.B. Viabilidad celular en hepatocitos Wt y Tg Met tratados con
TCDC a 50, 75y 100 uM durante 24h (panel izquierdo) y 48h (panel derecho) analizada mediante
tincion con cristal violeta. Los datos son la media + S.E.M. de 3 experimentos independientes. C.
Niveles de expresion de Abcbll y Sic10al en extractos de ARNm total de hepatocitos Wty Tg
Met tratados con TCDC durante 24h, determinados mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb como gen
normalizador. Los datos son la media = S.E.M. de 3 experimentos independientes. ** = p <
0,001 respecto de su control no tratado o como se indica.
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Se estudid la expresion de genes de transportadores de sales biliares Abcbll (que
codifica para BSEP) y Sicl0al (que codifica para NTCP) con el fin de evaluar su
modulacion durante 24h con 75 uM de TCDC (Figura 38C) como prueba de la respuesta
ala sal biliar in vitro. Durante el tratamiento de los hepatocitos con TCDC no se observan
cambios estadisticamente significativos en la expresién de Abcbll entre ambos tipos
celulares. Sin embargo, el gen Sicl0al a 24h de tratamiento con TCDC muestra una
disminucidn significativa de sus niveles en ambos tipos de hepatocitos.

Una vez puesto a punto este modelo de colestasis in vitro, estabamos en disposicién de
analizar si en este contexto, en presencia de TCDC, podriamos observar los cambios a
nivel de respuesta a TGF-3 debido a la sobrexpresion de Met que observamos in vivo.

En primer lugar, se analiz6 la expresion de receptores de TGF-B en los hepatocitos Wt
y Tg Met pretratados con TCDC y tratados con TGF-B durante 24h (Figura 39A). La
expresion de los tres receptores analizados, Tgfbrl, Tgfbr2 y Tgfbr3, sigue un patrén
similar en hepatocitos Wt, observandose un aumento (aunque no alcanza
significatividad) en la expresion por el tratamiento con TCDC+TGF-3, que no se observa
en los hepatocitos Tg Met, y que da lugar a una regulacion diferencial significativa entre
Wty Tg Met para Tgfbrl y Tgfbr3. A continuacion se analizaron Smad7 y Serpinel, en
estas mismas condiciones, como genes diana de la via de TGF- (Figura 39B). En los
hepatocitos tratados con TCDC y TGF-B los niveles de Smad7 y de Serpinel
aumentaban con respecto a los controles en los hepatocitos Wt, mientras que la
sobreexpresion de Met impedia o aminoraba este efecto, siendo las diferencias entre
Wty Tg Met estadisticamente significativas en el caso de Serpinel.

Para evaluar si la atenuacion de la sefializacion de TGF-B en hepatocitos Tg Met
pretratados con TGF- podria tener una correlacién con cambios a nivel funcional, se
analizé la induccion de apoptosis por TGF-B. Para ello, se trataron hepatocitos Wty Tg
Met con TCDC y con TGF-B y se determind la actividad caspasa-3. Los datos mostrados
en la figura 39C indican que el tratamiento conjunto de TCDC + TGF-B aumenta la
actividad caspasa-3 en hepatocitos Wt, estando este efecto impedido en hepatocitos Tg
Met. De acuerdo con estos datos, el analisis de viabilidad tras la adicion de TGF-B tanto
a 2 como a 5 ng/ml sobre los hepatocitos pretratados con TCDC evidencia una reduccion
de la viabilidad con diferencias estadisticamente significativas entre hepatocitos Wty Tg
Met, siendo la reduccién de viabilidad en los hepatocitos Wt mayor que en los Tg Met
(Figura 39D).

En conjunto, estos datos in vitro demuestran que en condiciones de dafio colestasico
los hepatocitos Tg Met son mas resistentes a muerte que los Wt, apoyando los
resultados obtenidos in vivo en ratones tratados con la dieta DDC, que indicaban un
mayor dafo en ratones Wit.
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Figura 39. Andlisis de la via de TGF-B en hepatocitos Wty Tg Met pretratados con TCDCy
TGF-B. A. Niveles de expresion de Tgfbrl, Tgfbr2 y Tgfbr3 en extractos de ARNm total de
hepatocitos Wt y Tg Met tratados con TCDC 75 uM y 5 ng/ml de TGF-B durante 24h,
determinados mediante RT-qPCR. Se us6 Gusb como gen normalizador. Los datos son la media
+ S.E.M. de 3 experimentos independientes. B. Niveles de expresion de Smad7 y Serpinel en
extractos de ARNm total de hepatocitos Wt y Tg Met tratados con TCDC 75 pM y 5 ng/ml de
TGF-B durante 8h (Smad7) y 24h (Serpinel), determinados mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb
como gen normalizador. Los datos son la media + S.E.M. de 3 experimentos independientes. C.
Actividad caspasa 3 en extractos proteicos de hepatocitos Wt y Tg Met tratados con TCDC 75
UM y 5 ng/ml de TGF-B analizada mediante ensayo de fluorescencia. Los datos se normalizaron
con respecto a la concentracion de proteinas de cada extracto y son la media + S.E.M. de 3
experimentos independientes. D. Viabilidad celular de hepatocitos Wt y Tg Met tratados con
TCDC 75 uM y 2 0 5 ng/ml de TGF-B durante 24h. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
respecto de su control no tratado o como se indica.
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1.5 La sobreexpresion de Met promueve una respuesta
antioxidante potente frente al dafo colestasico.

Dada la importancia de los fendmenos de estrés oxidativo descritos en enfermedad
colestasica y dafo hepatico (He F. et al., 2020; Zhang Y. et al., 2020)., y dado que
nuestro grupo y otros han descrito que el TGF-B es un potente inductor de ROS en
células hepaticas, y la ruta de HGF/Met protege frente al dafio oxidativo (Sanchez A., et
al., 1996; Herrera B. et al., 2001; Carmona-Cuenca |. et al., 2008; Gémez-Quiroz L. E.,
et al, 2008; Martinez Palacian A. et al., 2013; Crossas-Molist E. et al., 2015), decidimos
evaluar el status de estrés oxidativo en hepatocitos in vitro en las condiciones
experimentales descritas previamente. Para empezar, se realiz6 un andlisis de la
produccién de ROS en hepatocitos Wt y Tg Met tratados con TGF-3 durante diferentes
periodos de tiempo para lo que se usé la sonda DCFH-DA (Figura 40).

Los datos reflejan que el TGF-B no provocaba grandes cambios en la produccién de
ROS en ninguno de los tipos celulares objeto de estudio, solo se detecté un pequefio
pico de produccion de ROS a 8h de tratamiento en ambos tipos celulares que no llegé
a presentar significatividad estadistica (Figura 40A). Cuando se realiz6 el mismo
abordaje, pero con hepatocitos pretratados con TCDC, los hepatocitos Wt presentaron
un pico de produccién de ROS a los 30 minutos de tratamiento con TGF-3, pico que no
se observd en los hepatocitos Tg Met (Figura 40B). Se muestran imagenes
representativas de microscopia de fluorescencia correspondientes a hepatocitos
tratados durante 30 minutos con TGF-B (5 ng/ml) con o sin pretratamiento con TCDC
(75 uM) (Figura 40C).

Como aproximacion experimental complementaria para confirmar el papel esencial de
la via de Met en las diferencias observadas en la produccién de ROS en respuesta a
TGF-B entre los hepatocitos Wt y Tg Met, se trataron hepatocitos Wt de forma crénica
con HGF (40 ng/ml, durante 7 dias), y posteriormente se trataron con TGF- y se evalu6
el contenido intracelular de ROS (Figura 40D). Los hepatocitos mantenidos en
presencia de HGF no muestran diferencias significativas respecto de los no tratados
(condicién basal) en cuanto a sus niveles de ROS en respuesta al TGF-B. Sin embargo,
cuando se realizé el mismo experimento, pero en presencia de TCDC, se pudo
comprobar que el tratamiento crénico con HGF evita el pico de ROS producido por TGF-
B en los hepatocitos Wt (Figura 40E). Paralelamente, se analizaron los niveles de
proteinas carboniladas como marcador de dafio oxidativo (Figura 40F). Los niveles de
proteinas carboniladas son superiores en hepatocitos Wt en comparacion con los Tg
Met cuando los hepatocitos son pretratados con TCDC e incubados con TGF-B, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa. De este modo, se puede concluir que la
activacion de la via de Met, bien por sobreexpresion de Met o por pretratamiento con
HGF, contribuye a la proteccion frente al dafio oxidativo inducido en hepatocitos por
TGF-B en condiciones de dafio colestasico.
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Figura 40. Anélisis del estrés oxidativo inducido por TGF-B en hepatocitos Wty Tg Met. A-
B. Intensidad de fluorescencia tras incubacién con DCFH-DA en hepatocitos Wty Tg Met tratados
con TGF-B (5 ng/ml) a diferentes tiempos, en un intervalo total de 24h, sin pretratamiento (A) o
con pretratamiento con TCDC (75 uM) (B). Los datos se expresan por ug de proteina, y son la
media £ S.E.M de 6 experimentos independientes. C. Se muestran imagenes representativas de
microscopia de fluorescencia (panel izquierdo) correspondientes a hepatocitos tratados durante
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30 minutos con TGF-B (5 ng/ml) con o sin pretratamiento con TCDC (75 uM). Barra de escala:
100 um. D-E. Intensidad de fluorescencia tras incubacion con DCFH-DA en hepatocitos Wt
tratados cronicamente con HGF (40 ng/ml durante 7 dias) y posteriormente tratados con TGF-3
(5 ng/ml) durante diferentes periodos de tiempo, en un intervalo total de 24h, sin pretratamiento
(D) o con pretratamiento con TCDC (75 uM) previo a la adiccion del TGF-B (E). Los datos se
expresan por ug de proteina, y son la media + S.E.M de 6 experimentos independientes. F.
Niveles de proteinas carboniladas en hepatocitos Wt y Tg Met pretratados con TCDC (75 uM) y
tratados con TGF-B (5 ng/ml) durante 24 h. Los datos se expresan por pg de proteina, y son la
media £ S.E.M de 6 experimentos independientes * = p < 0,05; ** = p < 0,01; **= p < 0,001
respecto de su control no tratado o como se indica. En (E) ***/### = p < 0,001 respecto de su
control no tratado (*) o en la misma condicién Wt vs Tg Met (#).

Estos hallazgos nos impulsaron a analizar més en profundidad el mecanismo por el cual
Met promueve la proteccion frente al estrés oxidativo inducido por TGF-B en estas
condiciones. Asi, se analizé la expresion del gen Nox4, que codifica para la enzima
NADPH oxidasa 4, implicada en procesos de proliferacion, formacion de ROS vy
regeneracion hepatica (Herranz-Iturbide M., et al., 2020). Ademas, se ha descrito que el
HGF regula los niveles de NADPH oxidasas en hepatocitos (Clavijo-Cornejo D. et al.,
2013). Sin embargo, en nuestro modelo experimental no se observaron cambios
significativos tras tratamiento con TGF-B en presencia de TCDC (Figura 41).
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Figura 41. Analisis de la expresién de Nox4 en hepatocitos Wt y Tg Met pretratados con
TCDC. Niveles de expresién de Nox4 en extractos de ARNm total de hepatocitos Wt y Tg Met
pretratados con TCDC 75 pM y tratados con TGF-B (5 ng/ml) durante 8h (panel izquierdo) y 24h
(panel derecho), analizados mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb como gen normalizador. Datos de
3 experimentos independientes (media + S.E.M.).

Posteriormente, se analizaron los niveles de expresion de genes de enzimas
antioxidantes y del gen Nfe2l2 (NRF2) para evaluar el estado de las vias y los
mecanismos antioxidantes en los hepatocitos pretratados con TCDC vy tratados con
TGF-B (5 ng/ml) durante 24h (Figura 42).

Los niveles de expresion de Sodl y Sod2, genes que codifican para las enzimas
superéxido dismutasa tipo 1 y 2 (SOD1 y SOD2), respectivamente, no muestran
cambios estadisticamente significativos en las condiciones analizadas. Sin embargo, la
expresion de Gsr, que codifica para la enzima glutation S reductasa (GSR), asi como de
Gclc (que codifica para la GCLC: subunidad catalitica de la enzima y-glutamil cisteina
ligasa) y Gss, que codifica para la enzima glutation sintetasa (GS), muestra un aumento
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en los hepatocitos Tg Met pretratados con TCDC y tratados con TGF-f3, con respecto al
control, que se observa mas notablemente en el caso de Gclc y Gss.

También se analizé el gen Nfe2l2, que codifica para el factor NRF2, como elemento
clave en la regulacion de la respuesta antioxidante. La expresion de este gen aumenta
significativamente cuando se expone a los hepatocitos a TGF-B bajo pretratamiento con
TCDC, pero este aumento es mucho mayor en los hepatocitos Tg Met, en comparacion
a los Wi.
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Figura 42. Andlisis de la expresion de genes antioxidantes en hepatocitos Wt y Tg Met
pretratados con TCDC. Niveles de expresion de genes antioxidantes, Sod1, Sod2, Gsr, Gcs,
Gclc y Nfe2I2 en extractos de ARNm total de hepatocitos Wty Tg Met pretratados con TCDC 75
UM y tratados con TGF-B (5 ng/ml) durante 24h analizados mediante RT-gPCR. Se us6 Gusb
como gen normalizador. Se representa la media + S.E.M. de 3 experimentos independientes. *
=p<0,05;*=p<0,01; ** =p < 0,001 respecto de su control no tratado o como se indica.

Para un analisis mas exhaustivo, se analizo la actividad enziméatica de algunas de las
enzimas antioxidantes que se habian analizado a nivel de expresiéon. Sin embargo,
ninguna de las actividades analizadas (SOD, Catalasa y GSR) mostrd diferencias
significativas entre hepatocitos Wt y Tg Met (Figura 43A), en consonancia con los
resultados obtenidos de expresion génica.

Por dltimo, se quiso determinar si los cambios a nivel de la expresion génica observados
en el sistema antioxidante de glutation se veian reflejados en cambios en el contenido
intracelular de este tripéptido. Al analizar el contenido de glutation total (GSH+GSSG)
(Figura 43B), se pudo observar que los hepatocitos Wt presentaban una reduccion
significativa de los niveles de glutation total cuando eran tratados con TCDC y TGF-B.
Sin embargo, esto no ocurre en hepatocitos Tg Met en las mismas condiciones, por el
contrario, en éstos los niveles aumentan respecto de su control y son marcadamente
superiores a los observados en los hepatocitos Wi.
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Figura 43. Andlisis de la actividad de enzimas antioxidantes y los niveles de glutation total
en hepatocitos Wt y Tg Met pretratados con TCDC. A. Actividad enzimatica de Superdxido
dismutasa (SOD), Catalasa, y Glutation S reductasa (GSR) en hepatocitos Wt y Tg Met
pretratados con TCDC (75 uM) y posteriormente tratados con TGF-B (5 ng/ml) durante 24 horas,
determinada mediante espectrofotometria. Los datos se expresan por ug de proteina, y son la
media + S.E.M de 3 experimentos independientes. B. Niveles de glutatién total (GSH+GSSG) en
hepatocitos Wt y Tg Met pretratados con TCDC (75 uM) y posteriormente tratados con TGF-B
(5ng/ml) durante 24 horas, determinados mediante ensayo de fluorescencia. Los datos se
expresan por g de proteina, y son la media + S.E.M de 3 experimentos independientes * = p <
0,05; * = p < 0,01; *** = p < 0,001 respecto de su control no tratado o como se indica.

En conjunto, los andlisis realizados en hepatocitos Wt y Tg Met, in vitro, indicaban que
la sobreexpresion de Met aumenta la capacidad antioxidante de los hepatocitos en las
condiciones estudiadas. Estos hallazgos nos llevaron a analizar si esto también podria
estar ocurriendo in vivo en nuestro modelo de colestasis inducida por DDC.

Para evaluar esta hipotesis, se analizaron los niveles de expresion de genes de enzimas
antioxidantes y el factor de transcripcion Nfe2l2 en higados de ratones Wt y Tg Met
sometidos a la dieta DDC durante 2 0 6 semanas. En la figura 44A puede observarse
gue no hay una modulacion diferencial en la expresion de Sod1 y Sod2 durante la dieta
colestésica ni tampoco entre ratones Wty Tg Met. Sin embargo, la expresion de Nfe2l2,
(NRF2) aumenta en los higados de ratones tratados, siendo este aumento
significativamente superior en higados Tg Met, que alcanzan, a 2 semanas de
tratamiento, niveles hasta 12-15 veces superiores a su expresion basal, y hasta 23
veces superiores a la condicion basal, a 6 semanas. En cuanto a las enzimas
involucradas en el metabolismo del glutation, la expresion de Gsr no sufre cambios,
mientras que los niveles de Gclc y Gss a 2 semanas de dieta DDC estan aumentados
en los higados Tg Met siendo este cambio estadisticamente significativo frente al Wi.
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Para completar este analisis se procedio a la determinacion del contenido hepatico de
GSH, GSSG, glutation total (GSH+GSSG) vy la relacién GSH/GSSG en nuestro modelo
experimental (Figura 44B). En higados Wt se observa un aumento de los niveles de
glutation total, pero no de la relacion GSH/GSSG, que incluso tiende a disminuir, debido
a que hay un predominio de GSSG frente a GSH. Sin embargo, los higados Tg Met
muestran niveles basales de glutation total superiores a los Wt, y ademas se observa
un aumento significativo del GSH, pero no GSSG, con la dieta DDC, que se traduce en
un aumento en los niveles de glutation total y la ratio GSH/GSSG, con respecto a los
higados Wt. Finalmente, se analiz6 el contenido en ROS en extractos de tejidos
hepatico, mediante ensayo de fluorescencia con la sonda DCFH-DA (Figura 44C). Se
observa un aumento de los niveles hepaticos de ROS tras la dieta, alcanzandose
diferencias significativas a 6 semanas de tratamiento en los higados Wt. Este aumento
significativo de los ROS no se observa en el higado de ratones Tg Met, por lo que a 6
semanas de dieta las diferencias entre los higados Wt y Tg Met son también
significativas.

En resumen, el estudio realizado en los higados de ratones Wt y Tg Met sometidos a
dafio colestasico por la dieta DDC evidencia que la sobreexpresion de Met promueve
una respuesta antioxidante mas eficiente que contribuye a la defensa frente al estrés
oxidativo inducido durante el dafo, destacando en particular un cambio en la ratio
GSH/GSSG, en favor del GSH, que podria contrarrestar el dafio oxidativo inducido por
TGF-B en hepatocitos, y ser asi el responsable de la reduccion del dafio hepatico en
ratones Tg Met.
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Figura 44. Anédlisis del estado oxidativo en el higado de ratones Wt y Tg Met sometidos a
una dieta DDC. A. Niveles de expresion de genes antioxidantes, Sod1, Sod2, Nfe2l2, Gsr, Gclc
y Gss, en extractos de ARNm total de higado de ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con
dieta DDC, determinados mediante RT-gPCR. Se usé Gusb como gen normalizador. Se
representa la media = S.E.M. (n= 3-5). B. Niveles de glutation reducido (GSH), glutation oxidado
(GSSG), glutation total (GSH+GSSG) y la ratio GSH/GSSG en extractos proteicos de higados de
ratones Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC, determinados mediante ensayo de
fluorescencia. Los datos se expresan por mg de proteina Se representa la media + S.E.M. (n= 3-
5) C. Niveles de ROS en higados Wty Tg Met tras 0, 2 y 6 semanas de dieta DDC. Se empleé
la sonda DCFH-DA para la deteccién de ROS mediante ensayo de fluorescencia. Los datos se
expresan por mg de proteina. Se representa la media + S.E.M. (n= 3-5). *=p < 0,05; **= p <0,01;
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2. Determinacion de genes regulados por la via HGF/Met
en CPH/OC.

2.1 Analisis transcriptomico de los genes modulados por
HGF en células ovales.

Diferentes trabajos, incluyendo algunos de nuestro grupo de investigacion han
evidenciado el papel clave de la via de HGF/Met en la regulacién de las CPH/OC (del
Castillo G. et al., 2008; Martinez-Palacian A. et al., 2013; Suarez-Causado A., et al,
2015; Almalé L. et al., 2019; Addante, A. et al., 2020; Huang Y. et al., 2019). Estas
evidencias abren un amplio campo de estudio, ya que esta via de sefializacion puede
modular el comportamiento de estas células en diferentes contextos fisiopatolégicos,
como la respuesta regenerativa frente a un dafio colestasico, e impactar de forma
significativa en la evolucién y el desenlace del proceso.

%~ I~ |l

Cultve  — ADNc+  |—
celular marcaje

Secuenciacion | | Cuantificacion

Figura 45. Esquema modelo de analisis de la expresion génica mediante MACE. Los
diferentes tipos celulares se cultivaron y se trataron o no con HGF (40 ng/ml) durante 24h,
posteriormente se extrajo el ARNm total de las células; convertido a ADN complementario (ADNc)
mediante transcripcion reversa. El ADNc se ancla a una matriz de estreptavidina por el extremo
3’-biotina. Los ADNc se rompen en fragmentos de tamafio comprendido entre 50-500 pb y los
fragmentos no anclados se descartan. Posteriormente son secuenciados por secuenciacion de
Gltima generacion (NGS) empezando por el sitio de fragmentacién, generando secuencias (tags)
de 50 a 500 pb. Las tags son ensambladas en contigs (conjunto de segmentos 0 secuencias de
ADN que se superponen de forma parcial de tal forma que colectivamente forman una
representacién continua de una regién gendmica), de manera que todas las secuencias se
pueden anotar a entradas de bases de datos y cuantificarlo. Este proceso se realizé por el propio
laboratorio externo (GenXPro).

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la regulacion de estas células, entender
y clarificar su participacion durante el dafio colestasico y su implicacion en la respuesta
regenerativa hepéatica, nos propusimos determinar qué genes eran modulados por la via
de HGF/Met en las CPH/OC. Para ello, se propuso un analisis de expresién génica
masivo mediante la tecnologia MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) (Figura 45),
previamente descrita en el apartado de materiales y métodos, y llevada a cabo en un
laboratorio externo (GenXPro), tecnologia que permite estudiar con alta resolucién los
transcritos de expresion baja y media, que son generalmente indetectables mediante
microarrays y otras técnicas convencionales de RT-gPCR. Este andlisis podria
proporcionar dianas especificas de accion para la modulacion de las CPH/OC y por tanto
la modulacion de la respuesta hepatica en diferentes contextos.
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Figura 46. Diagrama de puntos. Andlisis de la regulacién de genes en CPH/OC por el
tratamiento con HGF. Expresién de genes en CPH/OC Met’ (A), Met™¥ix (B), Wt (C) y Tg Met
(D) tras tratamiento con HGF (40 ng/ml) durante 24h. Se muestran los valores de Log2foldchange
(eje X) y -log 10 p valor (p value) (eje Y).

Para dicho andlisis se seleccionaron diferentes tipos de células ovales: Met”, Met ™/,
Wty Tg Met OC que se trataron o no con HGF durante 24h (Figura 46). Las células Met
ffix son células que tienen un receptor Met intacto, y perfectamente funcional, y se han
validado funcionalmente en publicaciones previas del grupo (del Castillo G. et al., 2008).
Las células Met”- son células que carecen de la actividad tirosina quinasa del receptor
Met y que proceden de las células Met ™™ y se usaron como control negativo, con el
fin de seleccionar genes dependientes de la activacion de la via canénica de HGF. Las
células Wt se emplearon como control de las células Tg Met, y éstas Ultimas se
emplearon con el fin de evaluar si la sobreexpresién de Met acentuaba la modulacion
de algunos genes durante el tratamiento con HGF respecto del Wt. De este ensayo se
obtuvieron los principales genes regulados en cada condicion de estudio comparados
con su base de datos propia. Se identificaron gracias a este a andlisis un total de 22315
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genes pertenecientes a la especie de Mus musculus potencialmente regulados en las
condiciones estudiadas. Se realizd6 un cribado con la plataforma Galaxy.org® para
seleccionar sélo aquellas diferencias significativas (con un p valor inferior a 0,05, en
inglés p value) y que el valor de Log2foldchange fuera menor o igual a 1 o -1, de esta
forma se seleccionan aquellos genes que al menos su expresion aumenta o disminuye
2 veces (escala logaritmica) y esta diferencia fuera significativa estadisticamente. En la
figura 46, se muestran en un gréfico de puntos tipo volcan (Volcano plot) aquellos genes
que cumplen el criterio anteriormente descrito.

Las CPH/OC Met’ poseen un receptor Met sin actividad tirosina quinasa, por tanto, los
genes regulados en este tipo celular de forma significativa son aquellos modulados
independientemente de la activacion y sefializacién candnica de este receptor. Teniendo
en cuenta esto, en el siguiente cribado se eliminaron los genes que se regulaban de
forma significativa en las células Met” y que también estaban regulados en cualquiera
de los otros tipos celulares estudiados.

Met /- Wt OC

HGF vs no tratado

HGF vs no tratado

Met fix/fix Tg Met OC

HGF vs no tratado HGF vs no tratado

Figura 47. Diagrama de Venn. Expresion diferencial de genes en CPH/OC Met’-, Met™/fix Wt y
Tg Met en respuesta a tratamiento durante 24h con HGF (40 ng/ml) respecto de sus condiciones
basales (sin tratamiento).

Se represento el siguiente cribado en un diagrama de tipo Venn (Figura 47). Se puede
observar que atendiendo de forma individual a cada tipo celular (diferente de las células
Met”) el tratamiento con HGF regula de forma significativa numerosos genes,
concretamente, 90, 291 y 398, en Met™™ Wt, y Tg Met CPH/OC, respectivamente.
Ademas, se observo que un total de 16 genes (alrededor del 1,7% de los genes
mapeados) estaban cominmente regulados de forma significativa en las células Met™/™,
Wty Tg Met CPH/OC, cuando se trataba con HGF, y no se regulaban en las células Met
- (Figura 47).
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De esta forma esos 16 genes se convertian en potenciales dianas de estudio,
candidatos a posterior validacién para profundizar en su regulacion en las CPH/OC y en
su papel en la biologia de estas células. Se construyé un mapa de calor con los 16 genes
diferenciados segun el tipo celular y la condicion de tratamiento en una gama de colores
rojo-azul segun su valor de log2Foldchange, todos ellos con un p valor igual o inferior a
0,05 (Figura 48).
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Figura 48. Mapa de calor. Andlisis de los niveles de regulacion significativa de genes en
CPH/OC por tratamiento con HGF. Se representan los niveles de expresién de genes obtenidos
mediante MACE en CPH/OC Met”, Met™fx Wt y Tg Met tratadas o no con HGF durante 24h en
un mapa de calor. Se muestra el valor Log2foldchange obtenido a partir de 3 experimentos
independientes por tipo celular. La gama de colores (rojo-azul) esta ajustada al valor
Log2foldchange mostrado en cada situacién respecto de su condicién control en cada tipo celular
con un p valor igual o inferior a 0,05.

124



«Cendd
«Prig2
&=
.
- ;_
.
. X . B - +Etvd
) e LS C.
. . ‘é  a
L . = Sorvd
. ,p._ . ad - Py
.o, T . «Hrdal
L] A e "
L o - . « Fitpnm2
. . j‘“_ *a "
TAdamgsEyre .. «Tfapla
alifspd . noe s & s Ggnbpd
.rPdﬂCL'I [F-Ii" e vyt nTigmi . jam2
" T
* * .
N
- i ¥ * . "
By T ﬁ.' L
T 1
5 H
log2FoldChange
Diferenciacion celular - ]

Respuesta celular a factores de crecimiento4—_——————————1]
Respuesta celular a citoquinas &~
Regulacidn positiva de la transicidn del ciclo celular G2/m {1
sefalizacion celular involucrada en comunicacién intracelular 1
Regulacion positiva de respuestaa TGFp ]
Regulacion cascada de activacién ERKL/2 4]
Regulacion migracion celular 7——
Regulacidn positiva de |a transicion epitelio mesénquima 4]
Regulacion negativa de muerte celular 1]
] 1 L]

0 1 2 3 4 5

-log 10 pvalue
Proceso Biologico Genes
Diferenciacion celular Cendl, Tfap2a, Pis1, Jam2, Dab2, Etvd, Ggnbpl,
Ufspl, Tiam2, Nrdal y Pdzk1ipl
Respuesta celular a factores de crecimiento Dab2, Prkg2, Adamtss, Cyrel y Nrdal
Respuesta celular a citoguinas Pls1, Spryd, Cyrel vy Adamtss
Regulacidn positiva de la transicién del ciclo celular | Cend1 y Etwd
G2/M
Sefializacion celular involucrada en comunicacion Cend1 y Dab2
intracelular
Regulacidn positiva de respuesta a TGF-B Dab2 and Nrdal
Regulacion cascada de activacion ERK1,/2 Dab2, Prkg2 and Spry4
Regulacidn migracidn celular TfpaZa, Jam2 and Dab2
Regulacion positiva de la transicion epitelio Dab2, Pitpnm3
mesénguima
Regulacidn negativa de muerte celular Tfap2a, Ccndl, Dab2 and Nrdal

Figura 49. Analisis de los niveles de regulacion de los 16 genes seleccionados en CPH/OC
Tg Met por tratamiento con HGF. A. Expresion diferencial de los genes seleccionados, en
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células Tg Met tratadas durante 24h con HGF (40 ng/ml) respecto de sus condiciones basales.
La gama de colores representada esta ajustada respecto de los valores diferenciales de
expresiéon del Log2foldchange (azul-negro-rojo) con un p valor (p value) menor de 0,05. B.
Esquema funcional. Grafico de barras donde se muestran las principales rutas en las que estan
implicados los genes regulados de forma significativa por HGF. Eje X (-log1l0 p value). Eje Y
(Rutas biolégicas) (panel superior). Genes implicados en cada ruta biolégica (panel inferior).

En la figura 49 se muestra especificamente un volcano plot con los 16 genes
seleccionados del analisis anterior, en las CPH/OC Tg Met (Figura 49A), y su
participacion en rutas bioldgicas de interés, obtenido mediante andlisis con la plataforma
PANTHER® (Gene Ontology) (Figura 49B). Se seleccionaron las células Tg Met dado
gue los cambios en la induccién y regulacion a la baja de genes modulados de forma
estadisticamente diferencial son mayores respecto a los otros tipos celulares
estudiados. Posteriormente, se procedio a la validacién de los hallazgos del ensayo
MACE en nuestro laboratorio mediante la técnica de RT-qPCR, empleando los mismos
extractos que se enviaron al laboratorio externo y nuevos extractos obtenidos en
experimentos réplica de los anteriores, es decir en los que las CPH/OC Met”, Met™/x
Wty Tg Met fueron tratadas o no con HGF durante 24h y se aisl6 el RNA total y se llevé
a cabo un andlisis de los niveles de expresion de los 16 candidatos seleccionados
(Figura 50A y B).

Para ello, se emplearon cebadores especificos de los 16 genes. De los 16 genes, se
encontraron 11 que durante 24h de tratamiento con HGF aumentaban sus niveles
respecto de la situacién control (Figura 50A y B); de tal forma que esos 11 genes
mostraban la misma tendencia que lo obtenido mediante la tecnologia MACE. Sin
embargo, solo en 8 de los genes estudiados se alcanzan diferencias significativas tras
el tratamiento con HGF mayoritariamente en las células Tg Met: Etv4 (ETS Variant
Transcriptor Factor 4), Spry4 (Sprouty RTK Signaling Antagonist 4), Prkg2 (Protein
Kinase GMPc dependent 2), Pitpnm3 (Phosphatidylinositol Transfer Protein Membrane
3), Ggnbpl(Gametogenetin Binding Protein 1), Jam2 (Junctional Adhesion Molecule 2)
Tiam2 (T-Lymphoma Invasion And Metastasis-Inducing protein 2) y Ccndl (Cyclin D1).
Nr4al (Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1) no llega a presentar
diferencias con significatividad estadistica en su regulacion por HGF, aunque hay una
clara tendencia al alza en Met™™ Wt y Tg Met CPH/OC durante el tratamiento. Ni
Tfap2a (Transcription Factor Activating Enhancer binding Protein 2 Alpha) ni Plsl
(Plastin 1) muestran una regulacion clara por HGF en ninguna de las lineas celulares.

Otros 5 genes de los 16 seleccionados por MACE, mostraban un patrén opuesto, es
decir, se reducia su expresion durante el tratamiento con HGF (Figura 50B): Dab2
(Disabled 2, mitogen-responsive phosphoprotein) Cyr61 (Cysteine-Rich angiogenic
inducer 61), Ufspl (Ubiquitin-Fold modifier 1 Specific Protease 1), Adamts5 (A
Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin Type 1 Motif 5) y Pdzklipl
(PDZK1-interacting protein 1). En los cuatro genes analizados, se observa una clara
tendencia a la disminucién de sus niveles de expresion por tratamiento con HGF, en
todas las lineas (excepto las células Met”) o al menos en dos de las tres lineas de
CPH/OC (Wt y Tg Met), aunque la regulacion sélo llegd a alcanzar significatividad
estadistica en el caso de Dab2 en las Tg Met OC.
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Figura 50A. Validacion por RT-qPCR de los genes seleccionados por MACE, modulados
por el tratamiento con HGF en CPH/OC. Niveles de expresién de Etv4, Spry4, Prkg2, Pitpnm3,
Nr4al, Tfap2a, Pls1, Ggnbpl, Jam2, Tiam2 y Ccndl en CPH/OC Met’, Met™fx Wt y Tg Met
tratadas o no durante 24h con HGF (40 ng/ml), determinados mediante RT-gPCR. Se usé Gusb
como gen normalizador. Se representa la media + S.E.M. de 3 experimentos independientes. *
=p <0,05; * = p<0,01; ** =p < 0,001 respecto de las WT OC control o como se indica.

De forma global, de los genes regulados al alza, 9 de los 11 genes: Etv4, Spry4, Prkg2,
Ggnbpl, Pitpnm3, Jam2, Tiam2, Ccndl y Dab2, muestran una regulacion significativa
en su expresion por tratamiento con HGF, principalmente en las células Tg Met, y por
tanto fueron validados. Por el contrario, del resto de los genes regulados a la baja, no
se consiguio validar con significacion estadistica, aunque los resultados sugieren que
es solo una cuestion de aumentar la potencia estadistica o el tamafio muestral.
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Figura 50B. Andlisis de niveles de ARNm de genes durante el tratamiento con HGF.
Extractos de ARNm total de CPH/OC Met”, Met™fx Wty Tg Met tratadas durante 24h con HGF
a 40 ng/ml respecto de sus condiciones basales. Dab2, Cyr61, Ufspl, Adamts5, y Pdzklipl
fueron determinados mediante RT-gPCR y normalizados con Gusb. Se representa la media +
S.E.M. de 3 experimentos independientes. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 comparados
respecto de las Wt OC control o como se indica.

2.2 Analisis de la expresion de los genes diana de HGF en
células ovales en el higado de ratones sometidos a un dafio
colestasico.

Con el propésito de estudiar la potencial relevancia de los genes diana de HGF
identificados en las CPH/OC, en un contexto fisiopatoldgico, se decidié analizar los
genes seleccionados segun lo descrito en el apartado anterior, en el modelo de dafio
colestasico inducido por dieta DDC, dado que la dieta DDC es un modelo reconocido de
regeneracion asociado a la expansion de CPH/OC (Preisegger K.H. et al., 1999), y
ademas, se ha descrito que la via de HGF/Met tiene un papel clave en la respuesta
regenerativa en este modelo (Ishikawa T. et al., 2012). En la figura 51, se muestran los
resultados del analisis de algunos genes seleccionados en este modelo in vivo. Prkg2,
Pitpnm3, Cyr61 y Ccndl muestran una induccion de su expresion principalmente a 2
semanas de tratamiento con la dieta DDC. Por el contrario, los genes Spry4 y Adamts5
disminuyen sus niveles durante la dieta DDC, con diferencias significativas a 2 semanas
de DDC. Ufspl presenta un descenso progresivo de expresion que alcanza
significatividad a 6 semanas de DDC. Etv4 y Dab2 no muestran cambios significativos
en las condiciones analizadas. Por tanto, hay 5 genes (Prkg2, Pitpnm3, Ccnd1, Adamts5
y Ufspl) que muestran resultados que irian en consonancia con la regulacion observada
en las CPH/OC in vitro mostrada en el apartado anterior, dado que los tres primeros se
inducen y los dos ultimos se regulan a la baja durante la expansion de CPH/OC inducida
por la dieta DDC. Cyr61 y Spry4 muestran un perfil contrario a lo observado in vitro.
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Figura 51. Analisis de la expresiéon de los genes diana de HGF en células ovales en el
higado de ratones Wt sometidos a una dieta DDC. Niveles de expresion de genes regulados
por HGF en CPH/OC: Etv4, Spry4, Prkg2, Pitpnm3, Cyr61, Adamts5, Dab2 y Ufspl en extractos
de ARNm total de ratones Wt tras 0, 2 y 6 semanas con dieta DDC, determinados mediante RT-
gPCR. Se us6 GusB como gen normalizador. Se representa la media £ S.E.M. (n= 3-5). *=p <
0,01; ***=p < 0,001 respecto de su control no tratado.

Este estudio revela que al menos algunos de los genes seleccionados del analisis por
MACE como dianas de la via de HGF/Met se regulan in vivo, durante la respuesta
hepética al dafio colestasico inducido por la dieta DDC. Estos genes, Spry4, Prkg2,
Pitpnm3, Cyr61, Ccndl1, Adamts5 y Ufspl podrian estar implicados en la regulacién del
proceso de expansion de células ovales durante la dieta DDC modulados por HGF, y
por tanto, en la regulacién de la respuesta regenerativa. En consecuencia, son
potenciales candidatos para abrir nuevas lineas de investigacion que permitan entender
el papel especifico que juegan en la respuesta regenerativa mediada por las CPH/OC.
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HGF es un factor multifuncional relevante en la fisiopatologia hepatica y en la biologia
de las células hepaticas, controlando numerosos procesos celulares, tales como la
proliferacién, la migracién y la supervivencia celular. Este papel relevante se manifiesta
durante el desarrollo, en la organogénesis (Zhao Y. et al., 2022), de hecho, los ratones
que carecen de Met o de HGF no completan el proceso de desarrollo y mueren en el
Utero debido a una organogénesis deficiente, que afecta a la placenta, los musculos
esqueléticos de las extremidades, el diafragma, y el higado (Bladt F. et al., 1995;
Schmidt C. et al., 1995; Uehara Y. et al., 1995). No obstante, es mas conocido el papel
de la via HGF/Met en los procesos de regeneracion hepatica (Kimura M., Moteki H. &
Ogihara M., 2023). De nuevo, gracias a la generacién de modelos de ratébn modificados
genéticamente, se pudo demostrar que la ausencia de la via conduce a un fallo
regenerativo y a un agravamiento del dafio, e incluso la muerte, en respuesta a distintas
lesiones que inducen una respuesta regenerativa clasica, mediada por hepatocitos (Huh
C. G. et al, 2004; Borowiak M. et al, 2004; Marquardt J.U. et al, 2012), o una respuesta
dependiente del compartimento de células progenitoras (Ishikawa T. et al., 2012). Estos,
y otros estudios (Mizuno S. & Nakamura T., 2007; Gomez-Quiroz L. E. et al, 2016; Li N.
et al, 2018), han llevado a concluir que la via HGF/Met actia como una importante sefial
hepatoprotectora en diferentes contextos patologicos, incluida la enfermedad
colestéasica (Salas-Silva S. et al, 2020), sin embargo, los estudios en el contexto de las
colangiopatias son muy limitados, y los mecanismos que median ese efecto protector
son solo parcialmente conocidos. En un esfuerzo de profundizar en este aspecto y
contexto especifico, se utiliz6 un modelo de raton (Fan Y. et al., 2017) que hemos
denominado Tg Met, un modelo de sobreexpresibn moderada de Met en células
hepaticas que expresan albumina de forma fisiolégica, principalmente hepatocitos y en
menor medida en CPH/OC, ambos tipos celulares de interés en nuestro laboratorio, y
en este trabajo. Las caracteristicas de este modelo, concretamente la sobreexpresion
moderada del transgén, hacen que sea un modelo particularmente interesante, dado
que en principio proporcionaria un contexto mas fisioldgico y controlado. No obstante,
estudios previos han revelado gue incluso esa sobreexpresiéon moderada de la forma
salvaje (wild type) del receptor Met provoca el desarrollo espontaneo de tumores en el
higado (Fan Y. et al., 2017), poniendo de manifiesto el fino control de la homeostasis
tisular. Esto es muy relevante desde el punto de vista del disefio de posibles estrategias
terapéuticas, cuya diana sea la via de HGF/Met, en el campo de la enfermedad crénica
hepatica. Todo ello justifica el interés de explorar el efecto que tendria esta
sobreexpresion de Met en un contexto de dafio colestasico. Como modelo experimental
de dafo colestasico se eligi6 la dieta suplementada con DDC, un modelo previamente
usado en el laboratorio (Addante A. et al, 2018; Lazcanoiturburu N. et al, 2022), y que
es reconocido como un buen modelo de colangiopatia (Pose E. et al., 2019), y mas en
particular, CEP, dado que el DDC es un compuesto quimico porfirogénico promotor de
la acumulacién de protoporfirindgeno en los ductos biliares. Tras alrededor de dos
semanas de dieta, el tejido hepéatico responde con una reaccion ductular con
pericolangitis, fibrosis periductular e inflamacion portal similar a lo acontecido durante
etapas iniciales de la CEP en humanos (Fickert P. et al., 2007).

Los estudios de validacion del modelo, tanto mediante el andlisis de los niveles de
expresion y activacion de Met en el higado de los ratones, asi como en hepatocitos
adultos aislados de estos ratones (Arechederra M. et al., 2021; Fan Y. et al., 2017)
(Figuras 23-25) evidenciaban una sobreexpresion del receptor y sobreactivacion de la
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via, moderadas, pero significativas, con respecto al genotipo Wt, confirmando asi las
propiedades esperadas a nivel de expresion y activacion de Met, tanto in vivo, en
higados en estado basal, como in vitro, en hepatocitos en respuesta a HGF. Ademas,
los estudios de sefializacion realizados en hepatocitos Tg Met muestran que esta mayor
fosforilacion/activacion de Met se correspondia con una mayor activacién de la via de
ERK/MAPKS, lo que estd de acuerdo con los hallazgos en los tumores de los ratones
Tg Met en el estudio original (Fan Y. et al., 2017). Sin embargo, sorprendentemente, los
niveles de AKT no seguian esta tendencia, al contrario, el analisis cuantitativo reflejaria
una aparente menor activacion de la via de AKT en los hepatocitos Tg Met. Podria ser
una cuestién de cinética, de forma que la activacion de AKT en estos hepatocitos sea
mas rapida y transitoria, y se ha perdido el pico de activacién, o quiza podria venir
explicada por la activacion de vias reguladoras compensatorias con el fin de evitar una
proliferacién celular excesiva de los hepatocitos in vitro como consecuencia de la
sobreexpresion de Met (Zhang Y. et al., 2018; Afify S. M. et al., 2021). Por otra parte,
los higados de ratones Tg Met muestran niveles superiores de p-AKT, pero no de p-
ERK/MAPKS, respecto de los Wt, tanto basalmente como durante la dieta DDC (Figura
34). Ambas vias se consideran centrales durante la regeneracion hepatica, aunque
podrian jugar distintos papeles. Por ejemplo, se ha descrito que las ERK/MAPKs son
claves para promover la proliferacion de hepatocitos y colangiocitos (Wen X. et al, 2022),
y AKT se asocia con supervivencia celular, aunque puede ejercer otras funciones
(Morales-Ruiz M., 2017). Recientemente, se ha descrito que la activacién de la via
PISK/AKT/mTOR controla el proceso regenerativo dirigido por las células epiteliales
biliares (Jung K. et al., 2021). Nuestros datos en su conjunto, y apoyados en la literatura
(Kiseleva Y. V. et al., 2021), sugieren que la activacion de estas vias depende del
contexto celular y tisular, y que la sobreexpresion de Met podria facilitar o promover la
activacion de sefiales especificas necesarias de una forma contexto dependiente.

Con el fin de evaluar y comparar el dafio hepatico producido por la dieta DDC en ratones
Wt y Tg Met se analizaron marcadores séricos de dafio hepatico (bilirrubina total,
fosfatasa alcalina, AST y ALT) (Figura 26). Se sabe que niveles altos de bilirrubina total
en suero son indicativos de una alteraciéon en la liberacién de sales biliares y su
metabolismo por parte de las células dafiadas (Kwo P. Y., 2017), asociado a una
disfuncion hepatocelular o una colestasis. La obstruccién del arbol biliar durante la
colestasis también aumenta los niveles séricos de fosfatasa alcalina (Krones E., 2015).
Asimismo, la liberacién de transaminasas es un parametro comunmente empleado para
el diagnéstico y evaluacion de dafio durante la colestasis, dado que el dafio colestasico
est& definido como una desproporcion de los niveles de ALT y AST respecto de los
niveles de fosfatasa alcalina (Kwo P. Y., 2017). Estos cuatro parametros estan elevados
(Figura 26) en los ratones sometidos a la dieta DDC, evidenciando el dafio hepatico, sin
embargo, para bilirrubina total, fosfatasa alcalina y AST, principalmente a 6 semanas de
dieta DDC, se observaron diferencias significativas entre ratones Wt y Tg Met,
presentando estos ultimos menores niveles que los Wt. El andlisis de la ratio peso
higado/peso animal seguia la misma tendencia, siendo superior en ratones Tg Met
respecto a los Wt. M&s especificamente, se observd un aumento progresivo en la masa
hepatica en los ratones Tg Met, que no se ve en los Wt, mientras que éstos (ratones Wt)
muestran una pérdida de peso corporal, que no presentan los Tg Met. La pérdida de
peso corporal es un rasgo previamente identificado asociado a la administracion de dieta
DDC de forma prolongada (Nikam A. et al., 2013), que se ha asociado a una alteracion
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del metabolismo energético y a una disfuncion mitocondrial. Estos datos concuerdan
con lo observado por Ishikawa T. y colaboradores (2012), donde describen que ratones
deficientes en el receptor Met presentan menores ratios peso higado/peso del animal
durante la dieta DDC, en paralelo a una severa atrofia y disfuncién hepatica. Al mismo
tiempo, estos datos sugieren que mayores niveles de Met en hepatocitos son capaces
de aminorar el dafio colestasico y promover una respuesta regenerativa mas eficiente,
gue contrarrestaria los efectos generales derivados del dafio hepéatico, como seria la
pérdida de peso. En consonancia con esta idea, los higados de los ratones Tg Met con
colestasis presentan menor nivel de apoptosis y mayor proliferacion de hepatocitos que
los ratones Wt (Figura 31), proporcionando una evidencia adicional, a las evidencias in
Vivo € in vitro recogidas previamente en la literatura que indican que el HGF es un
regulador critico de la proliferacion de hepatocitos y protege contra la apoptosis
(Miyazawa K. et al., 1989; Nakamura T. et al., 1989; Ueki T. et al., 1999; Huh C. G. et
al., 2004; Gémez-Quiroz L. E. et al., 2008).

El dafio cronico hepatico suele estar asociado al desarrollo de fibrosis. La fibrosis
hepatica se caracteriza por la deposicion excesiva de matriz extracelular con aumento
de componentes como el colageno o la fibronectina y la activacion de células estrelladas
(Ravichandra A. & Schwabe R. F., 2021). En este contexto se liberan factores
profibréticos como TGF-B, PDGF y VEGF que favorecen la remodelacion de la matriz
extracelular, el depésito de fibras de colageno y la modulacién y expresion de genes
especificos que participaran en este proceso (Tsomidis I. et al., 2022). En el modelo de
dafio por DDC la fibrosis es periductal o biliar (Fickert P. et al., 2007; Pose E. et al.,
2019), a diferencia de otros modelos de fibrosis, como el empleo de tetracloruro de
carbono (CCls), donde se produce una fibrosis mas extensa y extendida por todo el
parénquima hepatico (Lee Y. S. & Seki E., 2023). Acorde a lo esperado, nuestros datos
evidencian una acumulacién de fibras de colageno de tipo | y Ill, localizada en las areas
portales, tal y como se muestra en la tincién de Sirius Red (Figura 28), en respuesta a
la dieta DDC, que se observa tanto en los ratones Wt como los Tg Met, sin diferencias
significativas entre ambos genotipos. Por otra parte, el andlisis de marcadores fibréticos
(Figura 28) genero resultados no concluyentes, complejos de interpretar. El analisis de
la expresion a nivel de ARNm no muestra diferencias significativas entre los ratones Wt
y Tg Met en los niveles de Colagenolal, pero si de Mmp9, Timpl, Tpay Serpine 1 (PAI-
1), a 2 semanas de dieta, donde los niveles en el Tg Met son inferiores al Wt. En el caso
de Serpine 1 las diferencias se observan tanto a 2 como a 6 semanas de DDC. Estos
datos podrian indicar cambios en la remodelacién de la matriz extracelular entre Wt y
Tg Met. Sin embargo, no hay una concordancia perfecta entre los datos obtenidos a
nivel de ARNm y de proteina. Los niveles de proteina de COL1Al y TIMP1 siguen la
misma tendencia que los de ARNm, destacando que la regulacién al alza de Timpl,
tanto a nivel de ARNm como de proteina, observada en ratones Wt se pierde en los
ratones Tg Met. Sin embargo, la proteina MMP9 tiene un patron opuesto, con niveles
superiores en los higados Tg Met. Esta discrepancia ARNm-proteina podria explicarse
por una regulacion postranscripcional, identificada previamente para las MMPs y sus
inhibidores (Lichtinghagen R. et al., 2002; Clark I.M. et al., 2008; Edfors F. et al., 2016;
Yan C. & Boyd D. D., 2007) y que incluye el tiempo de estabilidad del ARNm o la eficacia
del proceso de traduccion proteica (Zhao X. & Benveniste E. N., 2008). MMP9 es una
de las principales metaloproteinasas implicadas en remodelacion de matriz extracelular
(Tsomidis I. et al., 2022), de tal modo que la liberacién y expresion de MMP9 se asocia

135



a degradacion de matriz extracelular que repercute en la resolucion de fibrosis (Alwayn
I. P. et al., 2008). El inhibidor de MMPs, Timp-1, cuyos niveles aumentan durante un
dafio colestasico agudo o cronico, se ha propuesto como un buen candidato a marcador
sérico de dafio hepético, en combinacion con otros parametros (algoritmo ELF:
enhanced liver fibrosis) (Nobili V. et al., 2009). Se ha demostrado que una deficiencia
en PAI-1 (el producto del gen Serpine 1) reduce la fibrosis hepatica tras un proceso de
ligacion del ducto biliar como modelo de colestasis en ratones, permitiendo la activacion
de tPA para el inicio de degradacién de matriz extracelular, lo cual de nuevo podria estar
asociado a la resolucién del proceso fibrético (Wang H., 2007). En cualquier caso, a
pesar del interés de estos datos, el hecho de que no se hayan encontrado diferencias
en la acumulacién de colageno, hace que el escenario no esté claro, y se necesitarian
estudios adicionales que permitieran clarificar lo que est& ocurriendo a este nivel. En
este sentido, seria interesante estudiar el efecto de la sobreexpresion moderada de Met
en otros modelos de fibrosis, como el de CCls, mencionado previamente, para aclarar si
esta falta de asociacién entre el grado de dafio hepdtico, y el grado de fibrosis, es algo
especifico del modelo utilizado, o es un fenébmeno mas general.

Para caracterizar mas en profundidad el dafio inducido por la dieta DDC en nuestro
modelo, se analizaron los niveles de expresion de genes de transportadores de sales
biliares (Abcbl1l, Slc10al, Abcc4, Slcolal, Slco3al y Abcg?2), correspondientes a sus
proteinas BSEP, NTCP, MRP4, OATP1, OATP3Al, BCRP, respectivamente, para
evaluar su comportamiento durante la colestasis ya que diversas enfermedades
colestasicas se han relacionado con alteraciones de algunos de estos transportadores,
como BSEP o NTCP (Kubitz R. & Drége C., 2012; Farooqui N., 2022). Por ejemplo, esta
ampliamente descrita la relacion de mutaciones con pérdida de funcionalidad de BSEP
causantes de CIFP (Thompson R. & Strautnieks S., 2001). El patrén de regulacion de
estos genes (Figura 29) es similar en ambos genotipos, aunque en ratones Wt si se
alcanzan reducciones de expresion significativas en Abcbll, Slcolal y Slcl0al
principalmente a 2 semanas de DDC, que no se logra en los Tg Met. El descenso de los
niveles de BSEP (Abcb11) y NTCP (Slc10al) durante la colestasis inducida por DDC
puede estar relacionado con una regulacion negativa como respuesta a la incapacidad
del hepatocito para liberar sales biliares al ducto biliar, evitando la recaptacion de sales
biliares procedentes del intestino (Farooqui N., 2022). Ademas, a 2 semanas de DDC,
los ratones Tg Met expresan niveles superiores de MRP4 (Abcc4). La expresion de este
receptor se ha asociado con una eliminacion alternativa de sales biliares durante la
colestasis que contribuiria a una menor acumulacién de productos intracelulares téxicos
y menor dafio hepatico (Geier A. et al., 2005). Mas relevante es el aumento significativo
de Abcg2 (BCRP) en higados Tg Met a 2 semanas de DDC. Este transportador esta
ampliamente relacionado con el transporte de diversos sustratos incluyendo farmacos
antitumorales, aunque también se ha demostrado su capacidad de transporte de sales
biliares en higado (Blazquez A. G. et al., 2011), con lo que podria estar relacionado con
la eliminacién de éstas durante el dafio colestasico. No obstante, el trabajo de Mennone
A. y colaboradores (2010) concluia que BCRP no tiene un papel significativo en la
respuesta adaptativa a colestasis en el higado. Dado que si estd demostrado su papel
en la via de sintesis de hemo y el transporte de intermediarios porfirinicos (Jonker J. W.
et al, 2002; Wang P. et al, 2019), y su actividad protectora asociada, es atractivo
proponer que la induccion observada en los higados Tg Met puede constituir un
mecanismo de proteccién hepatica frente a la acumulacion de intermediarios porfirinicos
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provocada por DDC. Menos obvia es la interpretacion de los datos de Gpbarl, ya que
la activacion de TGR5 se ha asociado a una proteccion frente al dafio colestasico
inducido por BDL a través de la reduccion de la produccién de ROS por activaciéon de la
sefializacion de Nrf2/HO-1 (Yang H. et al, 2021), y sin embargo nuestros datos muestran
una mayor induccion en Wt que en Tg Met, a 2 semanas de dieta. No obstante, también
se ha demostrado que la expresion aumentada de Gpbarl promueve la proliferaciéon de
colangiocitos y la progresion del dafio hepético en colangiocarcinoma humano asociado
a colestasis (Keitel V. & Haussinger D., 2018), luego los niveles disminuidos de Gpbarl
(TGR5) en higados Tg Met podrian sugerir que este mecanismo de dafio no ocurriria en
una situacion de sobreexpresion de Met. De forma global, esta claro que el modelo de
colestasis inducido por DDC produce una modulacién evidente de los niveles de
expresion de transportadores y receptores de sales biliares. Aunque algunos de ellos
muestran diferencias significativas interesantes entre genotipos, serian necesarios
estudios complementarios para confirmar las vias especificas de esta regulacion y su
relevancia real.

A pesar de que quedan aspectos aun por clarificar, los datos anteriores, incluyendo el
aumento de la ratio peso higado/peso animal, los menores niveles de marcadores
séricos de dafio hepético, la regulacién de marcadores implicados en la resolucion de la
fibrosis y de transportadores de sales biliares, nos permiten proponer que la
sobreexpresion de Met promueve la actividad hepatoprotectora de HGF durante la dieta
DDC. Otras evidencias se suman a este estado “hepatoprotegido” de los ratones de Tg
Met, aunque su contribucién concreta quedaria por establecer. Asi, por ejemplo, el
andlisis de los niveles de expresion de diferentes mediadores pro y antiinflamatorios
(Figura 32) durante la dieta DDC revela cambios relevantes en IL6, con niveles
superiores en el higado de ratones Tg Met frente a los detectados en el Wt, de manera
simultdnea a un incremento en los niveles de STAT3 fosforilado. El papel esencial de
IL-6 y sus dianas intracelulares, en particular STAT3, para la regeneracion hepatica esta
ampliamente demostrado, mediante el uso de diferentes modelos de ratones knockout
(Streetz K. L. et al, 2000; Schmidt-Arras D. & Rose John S., 2016), siendo esenciales
para la induccién de la proliferacion de hepatocitos. Esto concuerda muy bien con el
aumento de la proliferacién de los hepatocitos en los ratones Tg Met (Figura 31).
También es interesante la modulacién diferencial, practicamente opuesta entre
genotipos, de la 1110 (Figura 32). Recientemente se ha demostrado que la 110 es un
potente inmunoregulador con actividad sobre la resolucién de la inflamacion y promocion
de la regeneracion hepatica (Yang M. & Zhang C. Y., 2024). Adicionalmente, los ratones
Tg Met presentan niveles superiores de Cyp7al a 2 semanas de dieta DDC, que podria
también contribuir a esa respuesta protectora frente al dafio colestasico. El CYP7AL se
expresa principalmente en hepatocitos adultos, participa principalmente en el
metabolismo y produccion de acidos biliares, sin embargo, recientemente se ha descrito
su actividad protectora frente a la inflamacion y fibrosis durante la colestasis dado que
su expresién previene del dafio oxidativo y reduce la produccion de sales biliares en
contextos de dafio hepético (Zhang L. et al., 2009; Liu H., 2016). Por ultimo, los valores
superiores de P-AKT en el Tg Met con respecto al Wt tanto basalmente como durante
la dieta DDC, previamente discutidos, sugieren que la sobreexpresion de Met en
hepatocitos promueve la activacion de vias pro-regenerativas en el higado durante la
colestasis.
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En conjunto, nuestros datos estan en consonancia con evidencias en la literatura de la
importancia de HGF/Met en la atenuacion de la enfermedad colestasica. Asi, en la lesion
obstructiva biliar aguda inducida en el modelo BDL, se ha visto que tanto los niveles de
expresion hepatica de HGF como de Met se regulan al alza de forma transitoria lo que
sugiere un papel relevante en este contexto. De hecho, ratones deficientes de Met en
hepatocitos presentan un agravamiento del dafio, asociado a menor proliferacion de
hepatocitos, mayor necrosis, inflamacion y fibrosis, demostrando que un fallo en la
sefalizacién de la via HGF/Met esta asociado a la progresion de la lesiébn hepatica
(Giebeler A. et al., 2009). Ademas, distintos grupos de investigacion, utilizando enfoques
diferentes y complementarios (ratones Met knock out, inyeccion de una IgG anti-Met o
inyeccion de HGF recombinante en ratones sometidos al procedimiento BDL),
demostraron claramente que la ausencia de una sefializacion HGF/Met funcional
empeora la lesion derivada de la colestasis, mientras que la administracion de HGF
recombinante la mejora. Concretamente, el HGF/Met ejerce este efecto protector
actuando a diferentes niveles: disminuye la fibrosis, la infiltracién inmunitaria y frena la
apoptosis y la necrosis de los hepatocitos a la vez que promueve la proliferacion de los
mismos (Borowiak M. et al., 2004). Nuestro trabajo proporciona informacion adicional,
demostrando que el aumento de la expresion de Met, y por tanto de la activacion de la
via, al menos dentro de unos niveles equilibrados, puede favorecer la regeneracion y
disminuir la progresion del dafio.

Otro resultado interesante en este estudio es el relativo a la reaccion ductular. Esta
ampliamente descrito en la bibliografia que el modelo de DDC conlleva una reacciéon
ductular con expansion de CPH/OC y su participacion en el proceso de regeneracion
hepatica (Preisegger K.H. et al, 1999; Fickert P. et al., 2007). El papel concreto de esta
poblacion celular es objeto de controversia (Espafiol-Sufier R. et al., 2012; Kaur S.,
2015), habiéndose descrito en la literatura su participacion en la regeneracioén hepatica
tras un dafio cuando la poblacion de hepatocitos no prolifera de forma adecuada por la
extension, duracion o gravedad del dafio inducido, (Espafiol-Sufier R. et al., 2012)
constituyendo por tanto una respuesta regenerativa alternativa. Sin embargo, otras
evidencias relacionan intimamente la activacion de las CPH/OC con la expansién de
células estrelladas y el desarrollo de fibrosis.

Nuestros resultados muestran claramente que la sobreexpresion de Met durante un
dafio colestéasico inducido por dieta DDC esta asociada a una menor reaccion ductular
con una menor expansion de CPH/OC. Asi, tanto el andlisis morfométrico del area de
expansion ductular; como el analisis de los marcadores Epcam y Krtl9 comunmente
empleados en la caracterizacion de CPH/OC (Papp V. et al., 2013), asi como la tincién
doble CK19/Ki67 (Figura 30), evidencian la existencia de reaccion ductular con
expansiéon de CPH/OC que esta aminorada en los ratones Tg Met. A priori, este hallazgo
resultaba sorprendente dado que se sabe que el HGF es un factor mitogénico y de
supervivencia para las CPH/OC, y también es esencial para una respuesta regenerativa
eficiente dependiente de estas células (del Castillo G. et al, 2008; Ishikawa T. et al,
2012). Sin embargo, al analizar la proliferacion en la poblacién de hepatocitos, se vio
gue ésta esta significativamente aumentada (Figura 31). Este hecho, junto con los datos
de la actividad caspasa-3, sugieren que la sobreexpresion de Met resulta en un potente
efecto mitogénico y antiapoptotico sobre los hepatocitos durante un dafio colestasico.
Esto, per se, podria explicar la reduccion de la expansion de las CPH/OC, dado que en
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un contexto de menor dafio y mayor capacidad regenerativa de los hepatocitos, la
activacion de las CPH/OC no jugaria un papel principal. Sin embargo, aunque los
hepatocitos parecen ser los actores principales de la respuesta regenerativa en el
higado Tg Met, no podemos descartar un papel de las CPH/OC en este proceso. Tanto
nosotros como otros autores hemos descrito que el secretoma de las CPH/OC modula
el comportamiento de diferentes poblaciones celulares hepaticas implicadas en la
respuesta a un dafio, por lo que la idea de que las CPH/OC podrian modular o influir en
los hepatocitos que sobreexpresan Met es una hipétesis plausible (Berardis S. et al.,
2014; Garcia-Séez J. et al., 2024).

Para indagar los mecanismos responsables de las alteraciones observadas en la
respuesta hepatica al dafio inducido por DDC, como consecuencia de la sobreexpresion
de Met, se analiz6 la via de TGF-B. El TGF-B se ha descrito como uno de los factores
mas relevantes implicados en la fisiologia y fisiopatologia hepética (Fabregat I. et al.,
2016; Dewidar B. et al., 2011), convirtiéndolo en una buena diana de estudio en modelos
de colestasis hepatica. Es muy conocido su papel como inductor de fibrosis hepética
mediante la activacion de células estrelladas, la regulacion de la acumulacién de
proteinas de matriz extracelular, la participacién en la induccién de EMT y la produccién
de ROS, participando asi de una forma muy activa en la respuesta al dafio (Dewidar B.
et al., 2011). En este sentido, se ha visto que los niveles de expresion de ligandos y
receptores de TGF-B aumentan durante el dafio hepatico e inician una respuesta para
hacer frente a esa lesion independientemente de su naturaleza (Dooley S. et al., 2008).
También se ha descrito la importancia del Tgfb2, una isoforma mucho menos estudiada
que el TGF-B1, en la activacién de células estrelladas y el desarrollo de fibrosis. De
hecho, el Tgfb2 esta aumentado en el higado de pacientes con enfermedades
colestasicas, CEP y CBP, y la inhibicibn de su expresién en ratones, mediante
oligonucleétidos antisentido, contribuye a una menor respuesta profibrética, lo que tiene
una posible aplicacion en el desarrollo de alternativas terapéuticas para enfermedades
colestasicas (Dropmann A. et al., 2020).

También hay que destacar que diferentes trabajos han descrito qué parte de las
acciones antifibréticas del HGF/Met dependen de su capacidad para oponerse o
modular los efectos del TGF-B, como principal componente de la respuesta fibrética, en
diferentes tejidos y 6rganos, incluyendo la fibrosis renal, pulmonar y hepatica, entre otros
(Yi X. et al., 2014; Vishnupriya M. et al., 2021). Estas acciones del HGF/Met han sido
ampliamente descritas en la fibrosis renal, donde el HGF inhibe la expresién de TGF-B
previniendo asi la progresion de la fibrosis renal en diferentes modelos animales. Entre
los mecanismos moleculares identificados como responsables de la accién inhibitoria
del HGF sobre el TGF-B se encuentran la interferencia con la sefializaciéon de las Smads
blogueando la translocacién nuclear de Smad2/3; regulando al alza la expresion del
correpresor de Smad: SnoN, o de Smad7, una Smad inhibitoria; o impidiendo la
degradacion del correpresor de Smad: TGIF en diferentes tipos de células (Lv W. et al.,
2018).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la sobreexpresion de Met

impide la regulacion al alza de los receptores de TGF-B, Tgfbrl, 2 y 3, que se produce
durante el dafio colestasico inducido por DDC (Figura 35), lo que va acompafiado de
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una disminucion de la fosforilacion/activacion de Smad2 y una regulacion aminorada de
los genes diana de TGF-p Smad7 y Serpinel (Figura 36). Esta contrarregulaciéon del
TGF-B por parte de HGF/Met en un contexto de colestasis concuerda con hallazgos
previos en la literatura que indicaban que en ausencia de Met aumentan los niveles de
expresion del ligando TGF-B en el contexto del dafio provocado por ligadura del ducto
biliar (Giebeler A. et al., 2009). Son llamativos algunos de los datos obtenidos en nuestro
estudio, concretamente el hecho de que el higado de ratones Tg Met de forma basal
expresa mayores niveles de Tgfb3, Tgfbr2, Tgfbr3 que el Wt, lo que podria asociarse a
que la sobreexpresion de un receptor que activa sefiales mitogénicas como Met
conduzca a las células a expresar vias reguladoras compensatorias, inhibidoras de
crecimiento e inductoras de apoptosis, como es el caso, para mantener la homeostasis
y contrarrestar el sobrecrecimiento celular (Huang S. S. & Huang J. S., 2005). En
cualquier caso, los resultados presentados en este trabajo sugieren que la regulacion
de Met actia en un punto temprano de la via del TGF-B, a nivel de la expresion del
receptor. Dado que la via de sefializaciéon de TGF-B presenta multiples puntos de
regulacion, a nivel extracelular, de membrana e intracelular (Chen P. Y., 2023), es
posible que otros mecanismos adicionales entren en juego y contribuyan a la atenuacion
de la sefalizaciéon de TGF-B durante el dafio colestasico.

Con la idea de profundizar en los estudios mecanisticos sobre los efectos de la
sobreexpresion de Met en el higado en respuesta a un dafio colestasico, empleamos
hepatocitos aislados de ratones Wt y Tg Met inmortalizados. El andlisis de la respuesta
a TGF-B en términos de viabilidad y de sefializacion (Figura 37) mostr6 que la
sobreexpresion de Met protegia de la actividad proapoptética de TGF-B, resultados que
estan en consonancia con trabajos previos que demuestran que la via de HGF/Met
protege de la muerte celular de los hepatocitos en un contexto de cirrosis (Ueki T. et al.,
1999; Cao X. F. et al., 2017). Sin embargo, los hepatocitos Tg Met no mostraban una
alteracion en la sefializacion de la via de SMAD, como indican los resultados obtenidos
del analisis de P-SMAD?2, lo que en principio no concordaba con los datos obtenidos in
vivo. Como el contexto es esencial para determinar la respuesta celular, se decidi6 tratar
de imitar in vitro la situacién de colestasis inducida por DDC in vivo, y para ello, se
trataron las células con sales biliares, concretamente con una de las sales biliares
predominantes en la bilis del ratén, el TCDC (Kister B. et al., 2023). De hecho, nuestro
grupo de investigacion y otros ya habian utilizado este abordaje con propdsitos similares
(Santamaria E. et al., 2019; Garcia-Saez J. et al., 2024), demostrando su utilidad. Para
la puesta a punto del modelo descrito en la figura 38, se trabajo siempre en un rango
de concentraciones de TCDC fisiol6gicas/fisiopatolégicas (Woolbright B. L. & Jaeschke
H., 2015; Jansen P. L. et al., 2017). Se realiz6 una pequefia validacion como modelo de
colestasis con un estudio preliminar de viabilidad y de expresion de transportadores de
sales biliares Abcb11 y Slc10al, que codifican para los transportadores BSEP y NTCP,
respectivamente (Stieger B., 2011), como pruebas de la respuesta a la sal biliar. Ademas
de la pérdida de viabilidad celular dosis dependiente, se observaron diferencias
significativas por el tratamiento en el gen Slc10al con una disminucion de sus niveles
en ambos tipos de hepatocitos. La disminucion de expresion de NTCP se ha relacionado
con un efecto hepatoprotector para evitar la toxicidad debida a la entrada excesiva de
sales biliares al interior del hepatocito durante la colestasis (Stieger B., 2011; Muhlfeld
S. et al,, 2012). Ambas pruebas sirvieron para validar funcionalmente el modelo in vitro
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de colestasis. Sin embargo, en estas condiciones no se observaron diferencias
aparentes entre hepatocitos Wt y Tg Met, por lo que el siguiente objetivo fue analizar la
respuesta a TGF-B. El analisis de la via, en los hepatocitos tratados con TCDC y TGF-
B, reproducia la situacién observada in vivo (Figura 39): los hepatocitos Wt presentaron
mayores niveles de expresion de los receptores de TGF-g Tgfbrl y 3 y una mayor
induccién de los genes diana Smad7 y Serpine 1. A falta de un analisis exhaustivo tanto
de las via canoénica como no canodnicas del TGF-B en estas condiciones, estos
resultados evidencian que en presencia de una sal biliar los hepatocitos Tg Met
responden al TGF-B de una manera atenuada a nivel de regulacion de la expresion
génica, probablemente debido a una regulaciéon negativa de los receptores de TGF-B.
Por otro lado, la presencia de TCDC sensibilizaba a los hepatocitos Wt a la muerte por
TGF-B, ya que, en estas condiciones, se observaba una pérdida de viabilidad en los
hepatocitos a dosis de 2 ng/ml y a tiempos mas cortos que en hepatocitos sin tratar con
TCDC (Figura 37). Sin embargo, los hepatocitos Tg Met pretratados con TCDC
presentaban cierta resistencia a la accion proapoptética de TGF-B, apoyando los
resultados obtenidos en el modelo in vivo.

Pese a las semejanzas que encontramos entre el modelo in vivo y el modelo in vitro,
hay que tener en cuenta las limitaciones del modelo in vitro: un tipo celular Gnico
(hepatocitos) frente a la complejidad de las diferentes poblaciones hepéticas
interaccionando en el higado; la simplificacion de un plato de cultivo, frente a la
disposicion espacial de los hepatocitos, y los diferentes tipos de hepatocitos segun su
disposicién en el higado; ademas, la composicion de la bilis es mucho mas compleja
frente al uso de una Unica sal biliar. Este Ultimo aspecto podria ser abordado en el futuro
y se podrian completar estos experimentos con la utilizacion de bilis de ratén para los
pretratamientos o utilizar combinaciones complejas de sales biliares, con el fin de
aproximarse mas a la situacion in vivo. En cualquier caso, el modelo que hemos
desarrollado nos ha permitido aproximarnos a aspectos mecanisticos que de otro modo
hubieran sido complejos de abordar.

El estatus oxidativo es un factor importante en el desarrollo y avance de diversas
enfermedades incluido el dafio hepatico, participando en fendmenos de inflamacion,
fibrosis y tumorigénesis (Allameh A. et al., 2023). De hecho, el estrés oxidativo
desempenfia un papel fundamental en las enfermedades hepaticas, incluidas las lesiones
colestasicas. A este respecto, se produce estrés oxidativo durante la colestasis en
humanos: en nifios que padecen atresia biliar y escasez de conductos biliares
interlobulares, y en adultos durante la colestasis obstructiva y la CBP. Ademas,
recientemente se ha descrito que en la etapa terminal de la CEP humana, el dafio
oxidativo es grave y existe una desregulacion significativa de la respuesta antioxidante.
Los ROS se producen principalmente en la mitocondria y en el reticulo endoplasmico de
los hepatocitos, y se ha descrito la participacion de NOXs y enzimas del complejo P450
(Bedard K. & Krause K. H., 2007). Con caracter general, los hepatocitos estan equipados
con mecanismos y moléculas que neutralizan los ROS para mantener el balance
oxidativo. Cuando el dafio oxidativo se mantiene en el tiempo y se agotan los
mecanismos de defensa, comienza la afectacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos
contribuyendo a la aparicion de dafio celular (Cichoz-Lach H. & Michalak A., 2014).
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Ademas de la implicacién del estrés oxidativo en la patogénesis de la enfermedad
hepatica, y en relacién con los datos relativos al TGF-B en nuestro modelo, es importante
destacar que el TGF-B es un importante modulador del estrés oxidativo en las células
hepaticas, tanto a nivel mitocondrial como extramitocondrial (Sanchez A. et al., 1996;
Herrera et al., 2001; Herrera B. et al., 2004; Liu R. M. & Desai L. P., 2015; Richter K. &
Kietzmann T., 2016). De hecho, no solo el TGF-B induce la produccién de ROS, sino
que este estado de estrés oxidativo aumenta la expresion del propio TGF-B y estimula
su liberacién, creandose un dafiino circulo vicioso (Annes J. P. et al., 2003). Por todo
ello, se analiz6 el contenido de ROS en respuesta a TGF-B, tanto en condiciones basales
como tras tratamiento con TCDC (Figura 40). Tanto la sobreexpresion de Met
(hepatocitos Tg Met) como el pretratamiento con HGF, impiden la induccion de ROS por
tratamiento con TGF-B en presencia de TCDC, lo que demostraba que la activacion de
la via de HGF/Met protege del estrés oxidativo en condiciones que emulan el dafio
colestasico. Este hecho podria estar relacionado con los efectos de Met como protector
frente a la apoptosis (Xiao G. H. et al., 2001; Motoi S. et al., 2019). Aunque nosotros no
hemos demostrado en este modelo que la apoptosis inducida por TGF-B en hepatocitos
es dependiente del aumento de ROS, trabajos anteriores de nuestro grupo (y de otros
grupos) si han demostrado este mecanismo en hepatocitos primarios (fetales de rata y
adultos de ratén), en células de hepatoma y en CPH/OC (Herrera B. et al., 2001; Black
D . etal.,, 2007; Martinez-Palacian A. et al., 2013; Sancho P. et al., 2009). Por otro lado,
también queda por resolver cuél es la fuente de ROS en este modelo. Diferentes
trabajos han sefialado a la proteina NOX4 como la enzima responsable de la produccion
de ROS inducida por TGF-B (Herrera B. et al., 2004; Carmona-Cuenca I. et al., 2008;
Liu R. M. & Gaston Pravia K. A., 2010). Ademas, Clavijo-Cornejo D. y colaboradores
(2013) demostraron que el HGF es capaz de suprimir la expresion de diferentes NOXs,
incluida la NOX4, en hepatocitos primarios de ratén, y de esta manera bloquear la
produccién de ROS por TGF-B y mejorar la viabilidad. Sin embargo, nuestros datos
(Figura 41) muestran una regulacion tardia (24h) de los niveles de ARNm de Nox4 en
respuesta a TCDC+TGF-B, que ademas no presenta diferencias significativas entre Wt
y Tg Met, que pueden deberse a los bajos niveles de expresion de este geny a la
dificultad que presenta su deteccidbn mediante técnicas de RT-gPCR convencionales
(Diebold B. A. et al., 2019). No obstante, aunque estos datos no sugieren un papel para
Nox4 en este contexto, no podemos descartar del todo su participacion, ya que habria
que examinar su posible regulacién a tiempos mas cortos (en coherencia con el pico de
produccién de ROS que tiene lugar entre los 30 minutos y la hora de tratamiento con
TGF-B). Asi mismo seria interesante estudiar los niveles de proteina de Nox4 a estos
tiempos, asi como validar su papel en la produccion de ROS en este modelo mediante
ensayos de silenciamiento génico o el uso de inhibidores. Por ultimo, seria interesante
analizar la posible participacion de ROS de origen mitocondrial en este fenomeno de
estrés oxidativo inducido por TGF-B en un contexto colestasico, ya que se ha descrito el
papel de la mitocondria en la produccion de ROS en algunos contextos (Albright C. D.
et al., 2003; Herrera B. et al., 2004; Garcia Ruiz C. & Fernandez Checa J. C., 2007).

Con el fin de clarificar el mecanismo por el cual los hepatocitos Tg Met estan protegidos
frente al estrés oxidativo, se realizé un andlisis de genes implicados en el mantenimiento
del balance oxidativo. Nuestros resultados (Figuras 42 y 43) muestran que los
hepatocitos que sobreexpresan Met presentaban mayores de niveles de expresion que
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los Wt de genes relacionados con el metabolismo del glutation (Gss, Gclc), asi como del
gen Nfe2l2 (que codifica para Nrf2), y mayores niveles de glutatién total, lo que sugeria
una probable participacion del sistema de glutation como mecanismo de defensa,
mientras que no se observaron cambios entre genotipos en los niveles de expresion y/o
actividades enzimaticas en otros sistemas antioxidantes como la catalasa o la
superoxido dismutasa. Estos hallazgos in vitro indicaban que la sobreexpresion de Met
potencia la capacidad antioxidante de los hepatocitos frente a la accion de TGF-B
durante la colestasis, actuando a nivel de glutation. Esto es consistente con
observaciones previas en un contexto de dafo oxidativo inducido por etanol, usando
lineas de hepatoblastoma, en el que se vio que el efecto protector del HGF frente al
estrés oxidativo estaba asociado a un aumento de la ratio GSH/GSSG y de la expresion
de lay-GCS, aungue en este contexto también se observaban cambios a nivel de SOD1
y catalasa (Valdés Arzate A. et al, 2009).

El conjunto de estos datos nos llevo a plantear si esta regulacién observada in vitro
podria tener lugar in vivo, en el modelo de dafio por DDC. En consistencia con lo
observado en hepatocitos in vitro, los higados de ratones Tg Met presentaban mayores
niveles de expresion de Gclc y Gss y de Nfe2l2; ademas de unos altos niveles de
glutation reducido, un ratio GSH/GSSG elevado y un nivel de estrés oxidativo disminuido
con respecto al Wt, sin diferencias en la expresion de las Sodly 2, o la Gsr (Figura 44).
Por tanto, tanto in vitro, en los hepatocitos, como in vivo, en higados, los resultados
demuestran un aumento de la expresion de las enzimas de sintesis del glutatién y un
gran incremento de la relacion GSH/GSSG, por sobreexpresion de Met, que apoyan un
papel crucial para este sistema antioxidante en los efectos protectores de la via de
HGF/Met.

Conviene mencionar que el estrés oxidativo que genera la dieta colestasica DDC, que
se ve reflejado en nuestros datos por unos niveles de ROS elevados y una alteracién en
sistema del glutation, se habia documentado en otros modelos animales de colestasis,
como el ratén knockout Mrd2-/-, o la inducida por BDL, o por tratamiento con alfa-naftil-
isotiocianato (ANIT), y la propia dieta DDC (Fragoulis A. et al., 2019; Kim J. Y., 2021;
Banerjee P. et al., 2023; Hao J. et al., 2023). Sin embargo, es objeto de debate hasta
qué punto el estrés oxidativo contribuye a la lesién durante la colestasis. El tratamiento
antioxidante, como la vitamina E y su andlogo, Trolox, N-acetil cisteina (NAC) o S-
adenosil metionina (SAMe) son capaces de reducir los niveles de ROS, pero fracasa en
la prevencion de la lesion hepatica en el modelo BDL (Copple B. L, 2010). Por el
contrario, diferentes pruebas demuestran que los farmacos antioxidantes, como la
gentiopiocrisida, o la induccibn de enzimas antioxidantes intracelulares, como la
hemooxigenasa-1, por diferentes medios, disminuyen no solo el estrés oxidativo, sino
también el dafio hepético y la inflamacién que se producen en la lesién colestasica en
los ratones Mrd2-/- y en el modelo DDC (Kim J. Y., 2021). Futuros estudios permitiran
aclarar estas discrepancias.

Al respecto de la importancia del sistema del glutation en nuestro modelo, hay que
destacar que el glutation juega un importante papel en el higado en el conjunto de los
diferentes sistemas antioxidantes. De hecho, el higado es el primer productor de
glutation y desempefia un papel destacado en el mantenimiento de la homeostasis
sistémica del glutation (Lu S. C., 2013). Se ha demostrado que los niveles de glutatién
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disminuyen de manera notable en diferentes enfermedades hepaticas (Vairetti M. et al.,
2021) y, lo que es mas importante, el mantenimiento o la modulacion de los niveles de
glutation mediante la administracibn de NAC es el tratamiento de eleccion en la
intoxicacion por paracetamol y mejora los resultados clinicos en diversas afecciones con
una implicacién de estrés oxidativo (Hristov B. D., 2022). Esto es debido a que la NAC
es un derivado sintético del aminoacido enddégeno L-cisteina precursor de glutation
(Raghu G. et al.,, 2021). Ademas, el Ebselen, un andlogo de la enzima glutation
peroxidasa, constituye un agente terapéutico en la lesién hepatica inducida por alcohol,
lo que evidencia el papel fundamental del glutation en las enfermedades hepéticas
(Cichoz-Lach H. & Michalak A., 2014). Concretamente, en las hepatopatias
colestasicas, la literatura cientifica muestra resultados contradictorios, aunque se ha
descrito una disminucion del contenido de glutation durante la progresion de la
enfermedad, probablemente debido a una regulaciébn a la baja de la actividad o
expresion de GCL, la enzima limitante en la sintesis de glutation (Yang H., 2009).
Nuestros datos no muestran una disminucion significativa de los niveles de expresion
de Gclc en condiciones colestasicas, aunque puede observarse una leve tendencia. En
cualquier caso, tanto Gclc como Gss aparecen como dianas de la accion de Met, ya que
tanto en los hepatocitos Tg Met tratados con TCDC como en los higados de ratones Tg
Met sometidos a la dieta DDC se observa una fuerte regulacion positiva en ambos
genes, proporcionando asi un mecanismo potencial por el cual HGF/Met regularia los
niveles de glutation. Hay que decir que, en otro sistema celular y tisular distinto, células
mesangiales de rifion de rata, se habia descrito que el HGF funciona como factor
antioxidante en situaciones de alta glucosa, y evita la reduccion de expresion de la
GCLC inhibiendo la unién del factor inhibitorio USF al promotor del gen de dicha enzima
(Li H., 2006). Seria interesante ver si un mecanismo similar opera en hepatocitos. Queda
por explorar si otras enzimas relacionadas con el glutation, como la glutation peroxidasa
y la glutation S transferasa, también se modulan en nuestro modelo. También seria
interesante investigar si el HGF/Met influye en la via de las pentosas fosfato, ya que es
la principal via metabdlica que suministra NADPH para reducir el glutation.

De particular interés son los datos relacionados con la regulacién de Nrf2. Nrf2 es un
factor de transcripcion béasico con un dominio de tipo cremallera de leucina que
desempenfa un papel destacado en la respuesta al estrés oxidativo. Como se comentd
en la introduccién, Nrf2 regula la expresion de enzimas antioxidantes (NADPH: quinona
oxidorreductasa 1, NQO1 y hemooxigenasa-1, entre otras), pero también la expresion
de enzimas detoxificantes y de genes implicados en el metabolismo lipidico, la
degradacion proteica y la regulacién de la inflamacion en respuesta a una explosion de
ROS (Zhou J., 2022; Xiao J. L. et al., 2024). Aqui demostramos que, en condiciones
colestésicas, la sobreexpresion de Met conduce a un aumento de los niveles de ARNm
de Nrf2, siendo esta regulacion coincidente con la regulacién al alza de Gclc y Gss,
genes diana clasicos de Nrf2. De hecho, ya se ha demostrado que el HGF modula la
actividad de Nrf2 en los hepatocitos, aunque el mecanismo exacto no se conoce
completamente (Clavijo-Cornejo D. et al., 2013). Basandonos en trabajos anteriores que
sugieren que Nrf2 podria ser fundamental para la respuesta al estrés oxidativo en un
contexto colestasico, podriamos interpretar nuestros datos de la siguiente manera: la
sefalizacibn HGF/Met induce una regulacion al alza de los niveles de Nrf2 que, a su
vez, regula las enzimas antioxidantes, en particular las implicadas en la sintesis de
glutation, y da lugar a un aumento del glutation total y reducido, responsable de la
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proteccion frente al estrés oxidativo y el dafio inducido por la colestasis. No obstante,
aun quedan por responder varias cuestiones que se podrian abordar en el futuro, por
ejemplo, si la alteracion de la sefializacion de TGF-B inducida por HGF/Met también
depende de Nrf2, o si Nrf2 también ejerce otras acciones protectoras, tal vez regulando
las enzimas desintoxicantes y/o modulando los transportadores de membrana de los
hepatocitos. Muchas evidencias en la literatura apuntan a Nrf2 como posible diana
terapéutica en enfermedades hepéticas (Zhou J., 2022). Nuestros datos van en la misma
direccion y coinciden especificamente con trabajos anteriores centrados
especificamente en la enfermedad colestasica (Fragoulis A. et al., 2019; Kim J. Y., 2021;
LiW. K. etal., 2019).

En resumen, los resultados de esta parte del trabajo de tesis doctoral describe que una
sobreexpresion moderada de Met en hepatocitos protege frente a un dafio colestasico
inducido por DDC en el modelo in vivo, similar a la CEP (Figura 52) y por la sal biliar
TCDC en el modelo in vitro (Figura 53). Utilizando enfoques in vitro e in vivo,
describimos los mecanismos implicados en este efecto, una alteracién de la sefializacion
de TGF-B y un aumento de las defensas antioxidantes, especificamente a nivel de
glutation, probablemente debido a las acciones de Nrf2. Estos resultados ponen de
manifiesto las acciones protectoras del efecto antioxidante de HGF/Met en el contexto
colestasico. Al mismo tiempo, indican que es posible modular los niveles de expresion
y/o activacion de la via, en el higado, al menos dentro de un rango, con fines de mejorar
la respuesta regenerativa. Asimismo, este estudio aflade nuevos datos para apoyar el
concepto de una terapia basada en antioxidantes para el tratamiento de la CEP. En la
actualidad, las alternativas terapéuticas para el tratamiento de la colestasis aln son muy
limitadas, de tal modo que es de vital importancia el desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas (Chiang J. Y. L. et al., 2018). En este sentido, este trabajo, ademas de
aportar conocimientos basicos sobre las acciones de la via HGF/Met en el higado
durante la enfermedad colestasica, abre vias para el desarrollo de nuevas estrategias
de tratamiento de estas enfermedades.

Dieta DDC
Dano colestasico similar a CEP

Reaccion

ductular = i
. Daiio hepatico

Promocion de la respuesta
regenerativa

Figura 52. llustracién esquemaética de los efectos de la sobreexpresién de Met en higados
de ratones Tg Met sometidos DDC. La sobreexpresion de Met en ratones Tg Met (Alb-R26MeY)
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sometidos a dieta DDC promueve la proliferacién de hepatocitos, menor apoptosis y menor
reaccion ductular. Creado con: BioRender.com.
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Figura 53. llustracién esquematica de los efectos de la sobreexpresion de Met en
hepatocitos Met sometidos a TCDC. La sobreexpresion de Met en hepatocitos Tg Met
sometidos a DDC promueven una respuesta antioxidante mas potente mediada por mayores
niveles de GSH y expresién aumentada de genes antioxidantes (Nfe2I2, Gss y Gclc) con menores
niveles intracelulares de ROS y menor sefializacion de TGF-B. Creado con: BioRender.com.

Diferentes trabajos descritos en la bibliografia, incluyendo algunos de nuestro grupo de
investigacion han evidenciado el papel clave de la via de HGF/Met en la regulacion de
las CPH/OC (del Castillo G. et al., 2008; Martinez-Palacian A. et al., 2013; Suérez-
Causado A, et al, 2015; Almalé L. et al., 2019; Addante, A. et al., 2020; Huang Y. et al.,
2019). Estas evidencias han abierto un amplio campo de estudio, ya que esta via de
sefalizacién puede modular el comportamiento de las CPH/OC en diferentes contextos
fisiopatol6gicos, como la respuesta regenerativa frente a un dafio colestasico, e impactar
de forma significativa en la evolucion y el desenlace del proceso. La firma genética de
HGF en hepatocitos y su relevancia en el contexto del HCC quedé patente gracias al
trabajo de Kaposi Novak P. y colaboradores (2006), sin embargo, ain hay poca
informacion descrita sobre la regulacién transcripcional inducida por la via HGF/Met en
CPH/OC, y no hay estudios transcriptomicos globales a este respecto. Con el fin de
abordar esta cuestion, se realiz6 un analisis de expresion génica masivo mediante la
tecnologia MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) usando distintos tipos de células
ovales: Met”, Met™™ Wt y Tg Met OC que se trataron o no con HGF durante 24h.
Siendo Met” células carentes de actividad del receptor Met; Met™™ células ovales
control de las anteriores; las Tg Met OC son células que sobreexpresan el receptor Met
de manera moderada y las Wt OC sus células control. Esta variedad de genotipos
permite elaborar un cribado de genes asociados a la via de HGF aportando robustez al
estudio. Se determinaron 16 genes comunmente regulados de forma significativa en las
células Met™™ Wty Tg Met CPH/OC, por tratamiento con HGF, y que no se regulaban
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en las células Met” De forma estricta, las células Met™™ y Wt OC son células ovales
que proceden de dos modelos distintos de modificacion genética, pero que tienen un
receptor Met y su consiguiente sefializacion, intactos, lo que permite emplearlas como
células Wt, sin embargo, la variedad de genes y sus regulaciones muestran diferencias
evidentes; esto puede ser debido a que las CPH/OC constituyen por naturaleza una
poblacion de células heterogénea, con distintos grados de diferenciacion (Zhang Y.,
2003), y esa heterogeneidad se manifiesta en distintas lineas celulares. Ademas, las
dos lineas se cultivan en condiciones diferentes (mostrado en apartado de materiales y
métodos). También se puede apreciar modulacion de genes por HGF en las células Met
-, esto podria ser debido a la existencia de rutas alternativas independientes de la
actividad quinasa del receptor Met, un fendbmeno previamente descrito en algunos tipos
celulares (Fan G. et al., 2016).

En un siguiente paso, estos datos se validaron mediante el andlisis por RT-gPCR de los
niveles de expresion de estos genes en las células y en las condiciones utilizadas en el
ensayo MACE. Se consideré que queda validado un gen cuando se reproducia la
regulacion observada en MACE y lo hacia de forma significativa: de esta forma se
validaron 9 genes, 8 de ellos (Etv4, Spry4, Prkg2, Ggnbpl, Pitpnm3, Jam2, Tiam2 y
Ccnd1) regulados al alzay 1 (Dab2) regulado a la baja durante el tratamiento con HGF,
con diferencias principalmente significativas en Tg Met OC, lo que evidencia el efecto
potenciador de la sobreexpresién de Met. Los genes Plsl, Tfapa, Nr4al, Cyr61, Ufspl,
Adamts5 y Pdzklipl diferencialmente regulados en MACE no alcanzaron
significatividad estadistica en la validacion in vitro en los experimentos posteriores,
aungue algunos de ellos (Nrd4al, Cyr61, Ufspl, Adamts5) mostraban unatendencia clara
en el patron de regulacion.

A continuacion, se describen algunas de las funciones principales descritas en la
bibliografia sobre los genes analizados.

Etv4 (ETS Variant Transcriptor Factor 4) es un factor de transcripcidbn que se ha
asociado a la progresion tumoral en diferentes tipos de cancer, actuando a través de
diferentes mecanismos, como la promocion de EMT o la regulacion de vias de
sefalizacién como Ras, PI3K 0 ERKs (Oh S. et al., 2012). Se ha descrito su participacion
en el desarrollo de HCC promoviendo proliferacién, migracién, invasion y metastasis
(Xie M. et al., 2023) mediante la sefializacién de TGF-B por la via B3GNT3 (Beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferase-3) activando la transcripcion de genes implicados en el
control de la proliferacién celular y potenciando la actividad de TGF-B sobre invasién y
EMT (Zhou Z. et al., 2023) y la modulacién de MMPL1. Interesante mencionar que se ha
descrito como diana de HGF/Met en otros tipos celulares, como células de carcinoma
oral (Hanzawa M. et al., 2000).

De Spry4 (Sprouty RTK Signaling Antagonist 4) se ha descrito su papel como modulador
negativo de la via RTK/Ras/MAPK, aunque no se ha descrito su modulacion por la via
de Met. Su influencia sobre el desarrollo de HCC es controvertida, ya que se han descrito
tanto acciones como supresor de tumores como funciones como oncogén dependiendo
del contexto (Sirivatanauksorn Y. et al., 2012; Pan H. et al., 2024). Spry4 se ha
relacionado con la sefalizacion de TGF-B en tumores extrahepaticos como el
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rabdomiosarcoma, interfiriendo sobre la activacion de p38 inducida por TGF-B1 (Sun M.
et al., 2015).

Prkg2 (Protein Kinase GMPc dependent 2) codifica para una proteina con actividad
serina/treonina quinasa que inhibe la activacion de receptores con actividad tirosina
guinasa. De hecho, se ha descrito su papel en la modulaciéon negativa de la activacion
de Met en células de cancer gastrico (Wu Y. et al., 2016). Sin embargo, no se sabe nada
de su posible papel a nivel hepético.

Pitpnm3 (Phosphatidylinositol Transfer Protein Membrane 3) es una proteina localizada
en membranas celulares, y que pertenece a una familia de proteinas que catalizan la
transferencia de fosfatidil inositol y fosfatidilcolina entre membranas, aunque ella misma
carece del dominio que lleva a cabo esta accion (Chen J. et al., 2011). Se ha descrito
gue PITPNMS3 al unirse a su ligando CCL18 (C-C motif chemokine ligand 18) promueve
migracion, invasion y EMT mediante la sefializacion de la via NF-kB en el HCC (Lin Z.
et al., 2016). Por otro lado, se ha descrito su papel en la sefializacion del EGFR como
parte de los sitios de contacto entre membranas (membrane contact sites), y algunas
evidencias sugieren que también podria participar en la sefializacion disparada por Met
(Chen J. et al., 2011). Es por todo ello que es uno de los genes gque se ha seleccionado
para un estudio mas en profundidad en nuestro laboratorio.

Ggnbpl(Gametogenetin Binding Protein 1) se ha descrito su participacién en
espermatogénesis en ratones en respuesta a diferentes estimulos (Han T. et al., 2020),
de hecho, se sabe la via de HGF/Met esta implicada en la regulacion de la
gametogénesis. Se ha descrito recientemente su presencia en células epiteliales (Zhang
J. et al., 2022). Qué funcion puede llevar a cabo en las células CPH/OC es algo que
queda por determinar.

Jam2 (Junctional Adhesion Molecule 2) pertenece a la familia de moléculas de adhesién
intercelular. La proteina codificada por este gen es una proteina de membrana que se
localiza en las uniones estrechas de las células epiteliales y endoteliales (Ricci G. &
Catizone A., 2014). Participa en fendmenos de interaccion intercelular, y
especificamente con diversos tipos de células inmunitarias. Promueve la migracion
transendotelial de linfocitos (Johnson Léger C. A. et al., 2002) y también regula procesos
de adhesion, migracion y proliferacion en células tumorales (Zhao H., et al, 2016). Se
ha visto que Jam2 se expresa en diferentes poblaciones celulares hepaticas, como los
fibroblastos portales, las células endoteliales, células estrelladas, células endoteliales y
colangiocitos, sin embargo, su expresion en CPH/OC no estaba documentada. Nuestro
grupo ha descrito previamente el papel de HGF/Met en la regulacion de la
migracion/invasion de las CPH/OC (Suarez-Causado A., et al, 2015), por lo que es
plausible hipotetizar sobre un papel para esta proteina en la regulacion de estos
procesos. Por otra parte, se ha relacionado un aumento de su expresion con el
desarrollo de fibrosis durante un dafio hepéatico en modelos de ratdn con un componente
autoinmune (Hintermann E. et al., 2018). Seria interesante profundizar en el papel de
esta proteina en las CPH/OC en un contexto colestasico. En este sentido, se ha visto
que Jam2 esta aumentada en modelos murinos de CEP y CEB (Hintermann E. et al.,
2018).
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Tiam?2 (T-Lymphoma Invasion And Metastasis-Inducing protein 2) codifica para una
proteina con actividad GEF Guanine nucleotide Exchange Factor, que controla
especificamente la actividad de Racl. Se ha implicado en fendmenos de migracion
Racl-dependientes y activados por EGFR o Met en células de adenocarcinoma de
pulmén. Tiam2 no se expresa en el higado normal, pero se ha encontrado
sobreexpresado en un alto porcentaje de HCC y de lineas celulares de HCC, y se ha
asociado con una mayor agresividad de los tumores, probablemente debido a su
participacion en fenbmenos de invasion y metastasis (Chen J. S. et al., 2012; Yen W. H.
et al., 2016). Es otra proteina candidata a participar en la respuesta pro-
migratoria/invasiva del HGF en CPH/OC (Suarez-Causado A. et al., 2015), por lo que
seria interesante estudiar si esta respuesta es dependiente de la regulacion de esta
proteina o si los tumores hepaticos con caracteristicas de célula progenitora tienen una
mayor expresion de este gen.

Dab2 (Disabled 2, mitogen-responsive phosphoprotein) es una proteina multifuncional
para la que se han descrito numerosas actividades. A nivel de sefializacion, Dab2 se
une a los dominios SH3 de GRB2, una proteina adaptadora que acopla los RTKs a SOS
(que modula la activacion de Ras), y por lo tanto puede modular la actividad de los RTK
compitiendo con SOS para unirse a GRB2 (Zhou J. et al., 2001). Pero también se ha
visto que participa en la endocitosis asociada a fosas recubiertas de clatrina (Maurer M.
E. & Cooper J. A., 2006). Dab2 seria necesario para la via de sefializacion de TGF-f ya
gue su ausencia provoca una disminucién de la fosforilacion de Smad2 en respuesta al
ligando (Penheiter S.G. et al., 2010). Es importante destacar que Dab2 actla como un
gen supresor de tumores en diferentes tipos de cancer, por su actividad inhibidora de la
ruta ERK/MAPK; por sus funciones reguladoras de los fendmenos de adhesion de las
células epiteliales a la membrana basal y su papel en el control de la migraciéon e
invasion (Zhou J. et al., 2001). Aunque existe una gran cantidad de informacion sobre
este gen, no se conoce el papel que pueda tener en las CPH/OC. Teniendo en cuenta
gue el HGF modula a la baja este gen, éste podria ser un mecanismo que favorezca la
sefalizaciéon y las funciones de HGF. Al mismo tiempo, resulta interesante explorar el
papel de Dab2 como posible nexo de unidn entre la sefializacién de TGF-B y HGF, que
se ha visto que tiene lugar en el higado colestasico.

Por ultimo, el hecho de que se regule Ccndl (Cyclin D1) por HGF en las CPH/OC no es
sorprendente, ya que HGF es un potente mitdgeno para estas células, y ciclina D1 es
una proteina clave en la regulacién del ciclo celular.

Los genes PIs1 (Plastin 1) y Tfap2a (Transcription Factor Activating Enhancer binding
Protein 2 Alpha) presentaron un comportamiento en el andlisis por RT-gPCR que no se
correspondia con el observado en el andlisis transcriptémico, sin evidencias de una
regulacion por HGF, por lo que no fueron validados.

En los genes que se comentan a continuacion, los resultados obtenidos mediante RT-
gPCR seguian la misma tendencia que lo que se habia observado en MACE, pero no
presentaban diferencias estadisticamente significativas. Aun asi, no descartamos un
analisis posterior mas en profundidad.

Nrd4al (Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1), es un factor de transcripcion
nuclear huérfano del que se han descrito numerosas actividades contexto-
dependientes. Se ha visto que es un inhibidor de los procesos fibréticos, actuando sobre
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el TGF-B (Gao L. et al.,, 2024). Asimismo, esta implicado en diversos procesos
metabdlicos, como el metabolismo de los hidratos de carbono y de lipidos, y el equilibrio
energético, estando su desregulacion asociada a enfermedades metabdlicas (Zhang L.
et al., 2018). Aunque no se ha descrito su regulacion por la via de HGF/Met, si que se
sabe que es regulado al alza por factores de crecimiento como EGF o VEGF. Comentar
por ultimo que Nr4al parece ser esencial en la regulacion de la sefializacion temprana
durante la regeneracién hepatica modulando los procesos inflamatorios, apoptoticos y
de movilizaciéon de energia. Es por todo ello un gen que no carece de interés para
estudios futuros (Hu Y. et al., 2014).

Cyr6l (Cysteine-Rich angiogenic inducer 61) codifica para la proteina CCN1, una
proteina de secrecidon que interacciona con integrinas y proteoglicanos de la matriz
extracelular (ECM, de sus siglas en inglés). Los miembros de la familia a la que
pertenece son capaces de modular las interacciones célula-matriz, y la sefializacion que
se deriva de ellas y, por tanto, participar en numerosos procesos biolégicos, como la
adhesion celular, la proliferacion, la angiogénesis y procesos de quimiotaxis. Se ha
descrito su participacién directa en los procesos de regeneracion mediados por
CPH/OC, de hecho, ha demostrado ser indispensable para la reaccién ductular, y la
reparacion biliar tras BDL, de tal modo que ratones knock out para Cyr61 presentan una
reacciéon ductular atenuada acompafiada de necrosis masiva y alta mortalidad (Kim K.H.,
et al, 2015). Nuestros datos in vitro describen una regulacion a la baja de los niveles de
Cyr6l en CPH/OC en respuesta a HGF, por lo que seria realmente interesante
esclarecer el papel concreto de esta proteina en la regulaciéon de la biologia y funcién
de estas células en el contexto de la enfermedad colestésica.

En esta misma linea de proteinas relacionadas con la matriz extracelular, encontramos
también a Adamts5 (A Disintegrin-like and Metalloprotease with Thrombospondin Type
1 Motif 5), proteasa que, como otros miembros de su familia, estéd involucrada en la
destruccién de la ECM, lo que a su vez puede regular la disponibilidad de receptores y
ligandos por parte de las células, de tal modo que, Adamts5 puede controlar diferentes
procesos bioldgicos de manera indirecta. Su papel en la patologia hepéatica es altamente
contexto dependiente, por un lado, niveles disminuidos de Adamts5 se han relacionado
con una mayor progresion en el HCC (Rose K. W. J. et al., 2021; Li C. et al., 2015; Barkin
J. M., 2023), por otro, ratones knock out para Adamts5 estan protegidos frente a NASH
(Bauters D. et al., 2016). Se ha descrito un vinculo entre HGF y Adamts5 en células de
rindn. Asi, la pérdida de MEN1 (un regulador epigenético con un papel antifibrético en
el rifién) conduce a una pérdida de expresion de HGF, Met, y Adamts5, mientras que la
sobreexpresion tenia el efecto contrario. Ademas, el silenciamiento de HGF también
disminuia la expresién de Adamts5 y la expresion de HGF recombinante humano la
elevaba, evidenciando asi una regulacion dependiente de HGF (Jin B., et al. 2022).
Estos hallazgos incitan a explorar esta via en el contexto hepético.

Ufspl (Ubiquitin-Fold modifier 1 Specific Protease 1) codifica para una proteina
implicada en los procesos de ufmylation, una modificacion postraduccional relacionada
con el estrés de reticulo endoplasmico (ER, de sus siglas en inglés), con la ER-fagia y
el control de calidad proteico que tiene lugar en el ER, aunque existen algunas funciones
no relacionadas con el ER. Concretamente, Ufspl libera y permite la actividad de Ufm1
(Komantsu M. et al, 2024). La anulacién de genes relacionados con esta via en ratdn
provoca dafio hepatico y una mayor susceptibilidad a carcinégenos como el DEN (N-
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Dietilnitrosamina), al mismo tiempo que genera la aparicibn de tumores hepaticos
espontaneos (Chen F. et al., 2023). Este campo de estudio esta completamente abierto,
porque, aungque se conoce el mecanismo del proceso de ufmylation, solo se conocen
parcialmente sus vias reguladoras y desde luego se desconoce completamente su papel
en las CPH/OC. Ufspl también participa en procesos de activacion proteolitica y
maduracion de proteinas (Millrine D. et al., 2022).

Pdzklipl (PDZK1-interacting protein 1) codifica para la proteina MAP17, una proteina
de membrana involucrada en el direccionamiento de proteinas desde el Golgi. Se ha
descrito que induce la atraccion de células inflamatorias, y regula la expresion de genes
relacionados con la inflamacion. Pdzklipl se encuentra sobreexpresado en un alto
porcentaje de tumores, tanto de origen epitelial como no epitelial y se ha propuesto como
un elemento que podria participar en la conexién tumor-inflamacién y tumor-estrés
oxidativo (Garcia Heredia J. M. & Carnero A., 2018). No se ha descrito su posible papel
en higado a nivel fisioldgico, aunque si se ha descrito su presencia y funcion en HCC y
colangiocarcinoma (Dong F. et al., 2021). Tampoco se conoce su papel en CPH/OC, y
seria particularmente interesante abordar un posible papel de Pdzklipl en la respuesta
antioxidante de la via de HGF/Met.

Un analisis conjunto de estos genes revela que una gran mayoria de ellos (Etv4, Spry4,
Prkg2; Pitpnm3, Dab2 y Tiam2, de manera mas clara, y quiza otros genes también, de
manera mas indirecta) estan involucrados en la modulacion de diferentes vias de
sefalizaciéon (ERKs, Racl, la union de Grb2) que son disparadas por HGF, lo que
pareceria sugerir que la regulacién de estos genes por el propio HGF es una forma de
regulacion de su propia sefalizacion de manera extraordinariamente fina, que
probablemente incida sobre los resultados finales a nivel celular. También hay que
subrayar la existencia de otro conjunto de genes relacionados con fenémenos a nivel de
las membranas celulares y genes relacionados con la ECM (Jam2, Cyr61, Pdzklipl,
Adamts5 y de nuevo, Pitpnm3). Es claro que cambios a nivel de la ECM impactan en la
sefalizacion del HGF (Noriega Guerra H. & Freitas V. M., 2018),. En los ultimos afios,
se ha puesto de manifiesto la importancia de la ECM en la biologia de las CPH/OC (Zhu
C. etal., 2013) y en la enfermedad hepatica, incluyendo la fibrosis y el cancer hepatico
(Roy A. M. et al, 2023). Otros genes que aparecen en este estudio son dificilmente
agrupables: Ccnd1 (CiclinaD1), cuya regulacion evidencia la robustez de este analisis,
ya que los efectos mitogénicos del HGF sobre las CPH/OC estan plenamente
establecidos. El gen Ggnbp1l, cuya expresién en principio no se esperaria en una célula
hepatica; el gen Nr4al que participa en numerosas funciones, aunque hay bibliografia
previa que lo asocia a la patologia hepatica; o el gen Ufspl que abre un campo nuevo
de estudio que podria abordar el papel de HGF en el control de la ufmylation.

Este analisis transcriptomico de genes modulados por HGF en CPH/OC proporciona
una informacion solida que permitir4, a través de futuros estudios, conocer los
mecanismos por los cuales el HGF modula la biologia de las CPH/OC, o incluso explorar
nuevas funciones antes desconocidas, y todo ello nos permitira entender la respuesta
de estas células frente a dafio colestasico, los procesos de regeneracion y su probable
aplicacion en desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas en la enfermedad
colestésica. Es, por ultimo, posible, que, haciendo uso de esta informacion, seamos
capaces de modular estas células con fines terapéuticos en una lesion hepatica.
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Una vez obtenida la firma genética asociada a la via de sefializacion HGF/Met en
CPH/OC, ademas de estudiar las funciones que cumplen esos genes en estas células,
es importante e interesante explorar si esos genes muestran regulacion in vivo, en un
contexto de dafio hepatico asociado a la activacion y expansiéon de las CPH/OC. Con
ese propasito, se realizd el estudio en el modelo de dafio colestasico inducido por dieta
DDC, que como se ha comentado ya, es un modelo reconocido de regeneracién
asociado a la expansion de CPH/OC (Preisegger K. H. et al., 1999), y ademés, se ha
descrito que la via de HGF/Met tiene un papel clave en la respuesta regenerativa en
este modelo (Ishikawa T. et al., 2012). De los genes analizados, dos de ellos (Etv4 y
Dab2) no mostraron cambios significativos. Otros dos genes mostraron una modulaciéon
diferente a la observada en las CPH/OC in vitro (Cyr61 y Spry4). Se encontraron 5 genes
(Prkg2, Pitpnm3, Ccndl, Adamts5 y Ufspl) que muestran resultados que irian en
consonancia con la regulacién observada en las CPH/OC in vitro, dado que los tres
primeros se inducen y los dos ultimos se regulan a la baja durante la expansiéon de
CPH/OC inducida por la dieta DDC. Hay que tener en cuenta las limitaciones de este
analisis, es decir, que el analisis transcriptomico se realizé en CPH/OC mientras que el
presente andlisis se realizd en el tejido hepatico entero, sin realizar previamente la
separacion de poblaciones celulares. En este contexto es complejo saber la contribucién
exacta de la modulacién de un determinado gen en las CPH/OC al resultado final
obtenido. Es posible, por ejemplo, que los genes que se han visto modulados por HGF
en CPH/OC sean también diana del HGF en hepatocitos o es posible, que la modulacion
sea especifica de las CPH/OC y en este caso, esté atenuada o perdida en el andlisis
global de la muestra hepética. A falta del andlisis del resto de genes para completar el
panel, Prkg2, Pitpnm3, Ccndl, Adamts5 y Ufspl podrian estar implicados en la
regulacion del proceso de expansion de CPH/OC durante la dieta DDC modulados por
HGF, y por tanto, en la regulaciéon de la respuesta regenerativa, aunque salvo para
Ccndl, su contribucién exacta se desconoce en este momento, y sera objeto de estudios
futuros.
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La sobreexpresion moderada de Met en higado de ratén confiere proteccion
frente al dafio colestasico inducido por la dieta DDC, lo que se evidencia por
menores niveles de marcadores séricos de dafio hepatico, y una mayor ratio
peso higado/peso animal.

Este efecto protector no esta asociado a una reduccion del depdsito hepético de
fibras de colageno | y Il durante la colestasis, a pesar de observarse cambios
en los niveles de expresién de genes relacionados con la remodelacién de la
matriz extracelular y la fibrosis.

La sobreexpresion moderada de Met conduce a una aminoracion de la reaccion
ductular y de la induccion de marcadores de células progenitoras hepaticas, lo
que, junto a una menor respuesta apoptética y mayor proliferacion de
hepatocitos, sugiere que se promueve una respuesta regenerativa mediada
principalmente por hepatocitos.

La mejora en la respuesta regenerativa inducida por sobreexpresion de Met esta
asociada a una menor activacion de la via del TGF-B, lo que se evidencia por
una menor expresion de sus receptores de sefializacion, menores niveles de
activacion de SMAD?2, y de sus dianas transcripcionales.

El modelo in vitro de colestasis basado en el pretratamiento de hepatocitos con
la sal biliar TCDC ha demostrado que en un contexto colestasico los hepatocitos
con sobreexpresion de Met (Tg Met) tienen una respuesta aminorada al TGF-j3,
tanto a nivel de sefializacion, como de las respuestas prooxidante y apoptética
inducidas.

Tanto los ratones Tg Met sometidos a dieta DDC como los hepatocitos Tg Met
pretratados con TCDC y TGF-B muestran niveles superiores de expresion de
Nrf2 y sus genes diana, en particular enzimas relacionadas con el metabolismo
del glutation, indicando que la sobreexpresién de Met promueve una respuesta
antioxidante mas eficiente.

El analisis transcriptdmico de genes modulados por HGF en CPH/OC ha
proporcionado un conjunto de genes candidatos para el estudio y la modulacién
de la respuesta hepética frente a un dafio colestasico, asi como de la expansién
de esta poblacién celular en dicho contexto.
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