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RESUMEN

El péptido Seq-1 derivado del carboxilo terminal de CETP, corresponde al com-
ponente activo de la vacuna terapéutica HB-ATV-8 de aplicacion nasal, disenada
para prevenir los procesos de aterosclerosis y la enfermedad del higado graso (pa-
tentes US9539312; EP2868327; W(02014003531). Comprobamos la efectividad de
esta terapia en modelos de aterosclerosis en conejo y en cerdo, evidenciando que el
tratamiento con HB-ATV-8 reduce significativamente la aterogénesis y el proceso
fibrotico en higado. Estas observaciones estdn fundamentadas en resultados histo-
logicos, bioquimicos y moleculares que han sido consistentes a lo largo de nuestras
investigaciones. En ese sentido, hipotetizamos que mas alla de la modulacion de la
actividad de CETP llevada a cabo por los anticuerpos neutralizantes generados a
partir del tratamiento intranasal con HB-ATV-8, los efectos moleculares observados
también pueden corresponder a la accion directa del péptido Seq-1 sobre diversos
sistemas celulares y aspectos moleculares que intervienen en el desarrollo de la fi-
brosis hepatica. En este trabajo evaluamos el efecto del péptido Seq-1 en el proceso
fibrotico, para lo cual establecimos un modelo de esteatosis in vitro que imita algu-
nos de los procesos observados in vivo durante el inicio de la fibrosis hepética. La
linea celular hepatica HepG2 se expuso a concentraciones elevadas de acidos grasos
similares a los que se encuentran en humanos. Observamos que el péptido Seq-1
reduce la acumulacion intracelular de lipidos, respuesta que se asocié con una dis-
minuciéon del estrés oxidante y a su vez del dano hepatico. También evidenciamos
que Seq-1 modula la respuesta inflamatoria y profibrotica reflejada en una regula-
cién negativa en la expresion génica de COL1A1, ACTA2, TGF-3, y una menor
sintesis de las proteinas de matriz COL1A1, MMP-2 y TIMP-2. Ademés, encontra-
mos que el sobrenadante de las células HepG2 esteatoticas mas el tratamiento con
Seq-1 regula negativamente la expresion de marcadores clave de fibrosis en células
estrelladas hepaticas humanas. Nuestros resultados muestran que el péptido Seq-1
como componente activo de la vacuna intranasal HB-ATV-8 tiene un efecto directo
en la regulacion de la expresion de genes y proteinas asociadas con la remodelacion

de componentes de matriz extracelular.
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ABSTRACT

The Seq-1 peptide is a carboxyl-terminal sequence of CETP that corresponds to
the active component of HB-ATV-8 therapeutic vaccine for nasal application, desig-
ned to prevent atherosclerosis and fatty liver disease (patents US9539312; EP2868327;
W02014003531). We evaluated the effectiveness of HB-ATV-8 therapy in rabbit
and pig models of atherosclerosis, demonstrating that HB-ATV-8 treatment redu-
ces atherogenesis and the fibrotic process in the liver. Histological, biochemical, and
molecular results that have been consistent throughout our investigations supported
these observations. We hypothesize that beyond the modulation of CETP activity
carried out by neutralizing antibodies generated from intranasal treatment with
HB-ATV-8, the observed molecular effects may also correspond to the direct action
of the Seq-1 peptide on diverse cellular systems and molecular aspects involved in
the development of liver fibrosis. In this work, we evaluated the effect of the Seq-1
peptide on the fibrotic process, establishing an n vitro steatosis model that mimics
some processes observed in vivo during the onset of liver fibrosis. HepG2 cell line
was exposed to elevated concentrations of fatty acids similar to those found in hu-
mans. We observed that the Seq-1 peptide reduced intracellular lipid accumulation,
a response associated with a decrease in oxidative stress and liver damage. It was
found that Seq-1 modulates the inflammatory and pro-fibrotic response reflected in
a down-regulation of COL1A1, ACTA2, TGF-S gene expression, and a decreased
expression of COL1A1, MMP-2, and TIMP-2 proteins. We found that supernatant
from steatotic hepatocytes plus Seq-1 treatment negatively regulates the expression
of key markers of fibrosis in human hepatic stellate cells. Our results show that
Seq-1 peptide as an active component of the intranasal HB-ATV-8 vaccine regulates
the expression of genes and proteins associated with the remodeling of extracellular

matrix components.
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Capitulo 1

Antecedentes



1.1. Enfermedad del Higado Graso no Alcohoélico.

1.1.1. Definicién de la enfermedad del higado graso no al-

coholico.

La Enfermedad del Higado Graso No Alcoholico (EHGNA) es un trastorno ca-
racterizado histologica como metabdlicamente por la acumulacion excesiva de tri-
glicéridos en el higado, que supera el 5% del peso del higado [2], mismo que no es
atribuible al consumo significativo de alcohol (30 g/dia para mujeres y 40 g/dia para

hombres) de acuerdo con la Asociacion estadounidense para el Estudio de Enferme-

dades Hepaticas (AASLD) [3].

La EHGNA comprende un espectro clinico e histolégico de enfermedades que se
refleja en un grupo heterogéneo de patologias que van desde la acumulacién excesiva
de lipidos, caracteristica que se conoce clinicamente como esteatosis a la Esteatohe-
patitis no Alcoholica (EHNA) [4]. La EHNA es la forma cronica y progresiva de
la enfermedad del higado graso no alcohodlico (HGNA), y se caracteriza histologi-
camente por la presencia de esteatosis y balonamiento hepatocelular. Ante el dano
hepético, un reclutamiento gradual de componentes celulares del sistema inmuno-
logico conduce a la inflamacion, asi como a la fibrosis tisular [5] (Fig. 1.1). La tasa
de progresion de la enfermedad suele ser lenta. Alrededor del 20 % de los pacientes
con HGNA desarrollaran EHNA dentro de tres a siete afos [6]; y del 9 al 25% de
las personas con EHNA desarrollan cirrosis en un periodo que comprende de 10 a

20 anos [7] (Fig. 1.1).



Figura 1.1: Progresion de la Enfermedad del Higado no Alcohdlico.

Debido a que el higado juega un papel crucial en el metabolismo de lipidos y
glucosa, el HGNA esté asociado con estados de obesidad y refleja un factor de riesgo
para enfermedades metabolicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DT2) [8]. A su
vez, la DT2 se asocia con el HGNA hasta en un 90 % de los pacientes [9]. El HGNA
también se relaciona con trastornos extrahepaticos, como enfermedades cardiovas-
culares [10] [11]|9] y enfermedad renal cronica [12]. Ademés, el HGNA no solo es un
factor de riesgo importante para el desarrollo de cancer hepatico, sino que también
se asocia con una tasa elevada de neoplasias malignas extrahepaticas, como gastro-
intestinales y ginecologicas [13][14]. En conclusion, el HGNA refleja un trastorno

metabodlico sistémico que se dirige y afecta a diversos 6rganos extrahepaticos.

1.1.2. Prevalencia.

La prevalencia de la EHGNA se encuentra en un estado continuo de crecimiento
en paralelo con la propagacion de la obesidad y la DT2, y se ha convertido en una

de las causas mas comunes de enfermedades cronicas en todo el mundo [15][16]. Una



revision sistematica y un metanalisis estimaron una prevalencia global del HGNA del
37.33% (IC del 95 %: 24.70 - 50.02 %) entre los pacientes con DT2 [17]. No obstante,
es imperativo no ignorar el impacto de la EHNA en la poblacion no obesa. La
prevalencia del HGNA en pacientes delgados es del 2.7 % [17]. Ademaés, la poblacion
hispana tiene las tasas de prevalencia més elevadas, y las personas de México tienen
tasas atn méas altas en comparacion con las de la Reptublica Dominicana y Puerto
Rico [18][19]. Los adolescentes hispanos tienen un riesgo 4 veces mayor de esteatosis

hepética en comparacion con los no hispanos [20].

1.1.3. El sindrome metabédlico como factor de riesgo para la
enfermedad del higado graso no alcohélico y la estea-

tohepatitis no alcohoélica.

La inactividad fisica, asi como una dieta abundante en grasas saturadas, azicares
simples y alimentos ultraprocesados, incrementa el depdésito ectopico de grasas y la
disfuncion endotelial, en contraste con dietas saludables [21]. Lejos de estar limitado
a una ganancia de peso, el aumento de lipidos en el organismo esta relacionado
con un conjunto de desérdenes patologicos conocido como sindrome metabolico [22].
El sindrome metabdlico es un trastorno que implica una desregulacion metabdlica
caracterizada clinicamente por obesidad, resistencia a la insulina, DT2, hipertension

y dislipidemia [23][24][25].

1.2. Patogenia de la enfermedad del higado graso no
alcohélico y la esteatohepatitis no alcohdlica.
El sobrepeso y la obesidad son los principales impulsores de las enfermedades

metabolicas como el HGNA. Sin embargo, no todos las personas que padecen obe-

sidad son metabolicamente insanos, ni todos los normopeso/delgados son metabdli-



camente saludables. La distribuciéon de grasa, la funcionalidad del tejido adiposo y
la resistencia a la insulina constituyen la base de alteraciones metabdlicas como el

sindrome metabdlico, la DT2 y la EHGNA |[26].

1.2.1. Desarrollo de esteatosis hepatica.

La disfuncion metabolica del tejido adiposo esta estrechamente relacionada con
la inflamacion del higado y el proceso fibrotico. Es impulsor central del desarrollo
de EHNA [27]. En estado de obesidad, la incapacidad del tejido adiposo para ex-
pandirse y almacenar el exceso de lipidos conduce a un aumento de la lipolisis y la
subsecuente secrecion de acidos grasos libres no esterificados [28]. Los acidos grasos
no esterificados unidos a la albumina se administran al higado (Fig. 1.2a). La capta-
cion de acidos grasos no esterificados por parte de los hepatocitos esta mediada por
proteinas transportadoras de écidos grasos , CD36, caveolinas, y en menor medida,
difusion pasiva [29] (Fig. 1.2b). El aumento de la afluencia de éacidos grasos libres
no esterificados derivados del tejido adiposo (que representa aproximadamente el
60 %) es una fuente importante de sustrato para la formacion y el almacenamiento
de triglicéridos en el higado, lo que resulta en esteatosis [30]. Otra fuente de acidos
grasos (26 %) en el higado es la lipogénesis de novo, a partir de glucosa y fructosa

que ocurre en los hepatocitos y aumenta en sujetos con HGNA [30].



Figura 1.2: Relacion entre el tejido adiposo y el higado. a) La sobrecarga de acidos
grasos en el tejido adiposo promueve el aumento de la lipoélisis y la subsecuente se-
crecion de acidos grasos libres no esterificados asi como adipocinas. b) Los écidos
grasos unidos a la albiimina se internalizan en los hepatocitos a través de transpor-

tadores de acidos grasos, resultando en esteatosis hepética.

Los triglicéridos presentes en el higado, pueden ser exportados en las lipopro-
teinas de muy baja densidad (VLDL) o ser almacenados como gotas de lipidos. La
lipolisis de estas gotas libera &cidos grasos no esterificados de nuevo a la reserva
hepética y la regulacién de este paso es importante en la patogenia de la EHNA.

Ademas de la cantidad, también se altera el tipo de acidos grasos no esterificados



que se acumulan en el higado, con significativamente mas acidos grasos saturados
que acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. El palmitato de 16 carbonos y
el estearato de 18 carbonos son los principales dcidos grasos saturados que se acumu-
lan y se asocian con la progresion de la enfermedad [31]. Otras especies lipotoxicas
implicadas incluyen al colesterol libre [32][33]. Por otra parte, el tejido adiposo no
s6lo es la principal fuente de écidos grasos libres no esterificados, sino que también
es un organo endocrino que secreta adipocinas con efectos reguladores sistémicos.
La leptina y la adiponectina producidas por los adipocitos viscerales influyen en el
HGNA y otros componentes del sindrome metabélico a través de la regulacion de la
ingesta de alimentos, la composicion de la grasa corporal, la sensibilidad a la insulina

y la inflamacion [34].

1.2.2. Estrés oxidante.

El exceso de lipidos en los hepatocitos induce estrés oxidante a través de la
sobrecarga mitocondrial que conduce a una produccién cronica de especies reactivas
de oxigeno (ROS), citocinas y quimiocinas, que son mediadores necesarios para la
progresion del HGNA a EHNA. El aumento del estrés oxidante, promueve la muerte
celular y la inflamacion, perpetuando la activaciéon y proliferacion de las células
estrelladas hepéaticas (HSC, por sus siglas en inglés) produciendo compuestos de la

matriz extracelular [35](36][37] [38] [39] [40] [41][42] (Fig. 1.3.).



Figura 1.3: FEl efecto del estrés oxidante en el tejido hepatico durante la enfermedad
del higado graso no alcohélico. El aumento significativo de lipidos dentro del higado
da como resultado lipotoxicidad, que induce el estrés oxidante a través del aumento

marcado de especies reactivas de oxigeno.

1.2.3. Resistencia a la insulina (RI).

La insulina es una hormona secretada por las células beta pancreaticas para
regular los niveles de glucosa en sangre [43|. La insulina acttia sobre diferentes teji-
dos metabolicos, principalmente higado, musculos y tejido adiposo, promoviendo la
absorcion de glucosa por el higado y los musculos esqueléticos, donde la glucosa se
oxida o se almacena como glucogeno. Mientras que en el tejido adiposo, la glucosa
se utiliza en la sintesis de triglicéridos [44]. De esta manera, en los hepatocitos, la
insulina estimula la glucogénesis, inhibe la gluconeogénesis y activa la lipogénesis de
novo. Por otro lado, en los adipocitos, la insulina estimula la lipogénesis, a través de

la esterificacion de los acidos grasos, e inhibe la lipolisis. Los efectos de la insulina



ocurren a través de su unién al receptor de insulina, seguido por la fosforilacion
de tirosina y la activacion rio abajo del sustrato del receptor de insulina (ISR), la
fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) y la proteina cinasa B (Akt) [45] (Fig. 1.4.). La
resistencia a la insulina se refiere a una respuesta biologica débil a la insulina, a
pesar de que los niveles de la misma sean normales o elevados [46]. En los estados de
resistencia a insulina, se estimula al pancreas para que secrete mas insulina a fin de
corregir los defectos en la captacion periférica de glucosa y suprimir la producciéon
hepatica de glucosa [47]. En consecuencia, la RI sistémica en el HGNA conduce a una
inhibicién deficiente de la lipdlisis mediada por insulina en el tejido adiposo, lo que
da como resultado un aumento de la lipdlisis de los adipocitos y, por lo tanto, una
mayor liberacion de 4cidos grasos al torrente sanguineo. Los altos niveles circulantes
de acidos grasos son posteriormente absorbidos por el higado, como se mencion6
anteriormente [48] (Fig. 1.4.). La acumulacion de lipidos y acidos grasos libres en
los hepatocitos activa varias cinasas de residuos de serina/treonina, que fosforilan
el receptor de insulina en los residuos de serina o treonina, lo que interfiere con su
fosforilacion de tirosina [46]. Esto conduce a la interrupcion de la senalizacion de la
insulina y, por lo tanto, al desarrollo de resistencia a la insulina hepatica [49]. La RI
hepética da como resultado una disminuciéon de la glucogénesis y un aumento de la
gluconeogénesis, lo que lleva a la hiperglucemia y la consiguiente hiperinsulinemia
[50]. Aunque la insulina estimula la lipogénesis de novo en los hepatocitos, la RI no
conduce a la supresion de la lipogénesis de novo, sino que, de hecho, se asocia con

un aumento de la misma [51] [48].



Figura 1.4: En pacientes con la enfermedad del higado graso no alcohélico, el desa-
rrollo de resistencia a insulina da como resultado: 1) Aumento de la lipolisis en el
tejido adiposo y secrecion elevada de acidos grasos libres disponibles para la capta-
cion hepética; 2) Reduccion del almacenamiento de glucogeno hepéatico; 3) Aumento

de la gluconeogénesis, y 4) Aumento de la lipogenesis de novo.

1.3. Progresion de esteatosis simple a esteatohepa-

titis no alcoholica.

1.3.1. Lipotoxicidad.

Todos los lipidos que se acumulan en el higado contribuyen al desarrollo de
lipotoxicidad, un término utilizado para describir los efectos toxicos de los acidos
grasos libres en la célula [52][53|[44]. La evidencia de los estudios actuales sugiere

que la lipotoxicidad es un factor que conduce a la lesiéon de los hepatocitos y a la

progresion de la EHNA [54].
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La lipotoxicidad tiene lugar de diversas formas. La acumulaciéon de acidos grasos
libres no esterificados, que no se almacenan en gotas de lipidos, podria provocar dano
celular e inflamacion irreversibles [40]. Ademas, el aumento de la lipogénesis de novo
se asocia con un mayor riesgo de lipotoxicidad y dano celular [30][40]. El aumento
del contenido hepatico de triglicéridos es un fenémeno que ocurre simultaneamente
con la lipotoxicidad y la lesion hepéatica [52]. El colesterol también es una de las

principales moléculas lipotoxicas involucradas en la fisiopatologia de diferentes tras-

tornos metabdlicos, incluida la EHGNA [55][56]57].

1.3.2. Inflamacion.

La inflamacion juega un papel clave en el desarrollo de la fibrosis hepatica.
Después de que se produce la lesion, surge una infiltracion de células del sistema
inmunologico (macrofagos, linfocitos, eosinofilos y células plasmaéticas) en el sitio de
dano. En particular, los linfocitos producen citocinas y quimiocinas, que activan a los
macrofagos . En ese sentido, durante el proceso fibrético, las células de Kupffer, que
son los macrofagos residentes del higado, juegan un papel central en la inflamacion
del higado. Las células de Kupffer se localizan dentro de la luz de los sinusoides
hepéticos y representan alrededor del 30 % de las células sinusoidales [58][59]. En
respuesta a la lesion de los hepatocitos, las células de Kupffer se activan y secretan
factores proinflamatorios y profibroticos. El Factor de Crecimiento Transformante
B (TGF-p), que es secretado principalmente por las células de Kupffer desempena
un papel importante en la fibrosis hepatica [60], se une a un receptor en las células
estrelladas hepaticas (HSC) para activarlas e inducir la produccion de colageno [61]

(Fig. 1.5).

11



Figura 1.5: La lesion créonica de los hepatocitos provoca la liberacion de molécu-
las proinflamatorias y profibréticas que activan las células estrelladas hepéaticas y
reclutan células inmunitarias. Las interacciones multidireccionales entre las HSC ac-
tivadas y las células de Kupffer, asi como las células inmunitarias, promueven la
transdiferenciacion de las HSC en miofibroblastos proliferativos y productores de
matriz extracelular. Abreviaturas: HSC: Celulas estrelladas hepaticas TGF-3: Fac-

tor de crecimiento transformante beta

1.4. Fibrosis hepatica.

Desafortunadamente, la fibrosis es una consecuencia natural de la inflamacion
cronica, definida como una respuesta inmune que persiste durante varios meses y
en la que los procesos de inflamacion, remodelacion y reparacion de tejidos ocurren
simultdneamente. La mayoria de los trastornos fibréticos tienen en comin la produc-
cion de factores de crecimiento, enzimas proteoliticas y citocinas fibrogénicas, que

en conjunto estimulan la sobreproduccién de tejido conectivo, el cual progresiva-
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mente remodela la arquitectura normal del tejido [62]|63][21]. La fibrosis hepatica es
resultado de la acumulacion excesiva de proteinas del tejido conectivo en el higado,
especialmente colagenos intersticiales que forman una cicatriz fibrosa. Durante la
progresion de la fibrosis, las células hepaticas experimentan cambios especificos. Los
hepatocitos sufren apoptosis, las células epiteliales sinusoidales experimentan una
pérdida de fenestras que se denomina capilarizacion de los sinusoides. Los macrofa-
gos residentes en el higado y las células de Kupffer se activan y producen diversas
citocinas y quimiocinas. Los linfocitos se infiltran en el higado lesionado contribu-
yendo a la inflamacion y finalmente, las HSC se activan para producir proteinas de
matriz extracelular [64]. Cuando se activan las HSC expresan receptores como el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en

inglés) y TGF-5 |64].

El recambio de colageno y la remodelacion de la matriz extracelular estdn regu-
lados por diversas metaloproteasas de matriz (MMP) y por sus inhibidores tisulares
(MMP) (Fig. 1.6.). Los cambios en la sintesis frente a la degradacion de la matriz
extracelular regulan el aumento o la disminucién neta de colageno, en ese sentido,
la fibrosis tiene lugar cuando la sintesis de colageno excede la velocidad a la que se

degrada, de modo que la cantidad de colageno total aumenta con el tiempo [65]|66].

1.4.1. Fibrosis hepatica y activacién de HSC.

La fibrosis representa un proceso activo y permanente que tiene lugar en res-
puesta a una lesion cronica y afecta la homeostasis de la matriz extracelular [67]

[68].

El principal tipo de células implicadas en la fibrogénesis hepatica esta represen-
tado por las HSC [67][69][70][68][71]. En respuesta a la lesion hepatica, las células
estrelladas se activan y pasan de ser células ricas en vitamina A inactivas a células
similares a miofibroblastos con propiedades proliferativas, contréctiles, migratorias

y fibrogénicas [67][69] [72][73] [68].
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Durante la activacion, pierden sus gotas de lipidos especificas, adquieren una
forma similar a la de los fibroblastos y expresan altos niveles de actina de misculo
liso (v -SMA) y otros elementos de matriz extracelular [67] [69]|73] [68] [74]|75]. La
activacion de las HSC se puede resumir en dos etapas: iniciacién y perpetuacion
[67]|73]. La iniciacion se caracteriza por las modificaciones en la expresion génica
y la morfologia que hacen que las células respondan a otras citocinas y estimulos
[67][69] [73] [68]. La segunda fase, la perpetuacion, es el resultado de los efectos de los
estimulos sobre el mantenimiento del fenotipo activado y la producciéon de fibrosis.
La perpetuaciéon incluye proliferacion, contractilidad, fibrogénesis, degradacion de
la matriz, pérdida de retinoides e infiltracion de células inflamatorias [67][69] 73]
(Fig. 1.6b.). Durante estas fases, las HSC son estimuladas de manera autocrina y
paracrina por diversas citocinas y factores de crecimiento producidos por los tipos
de células residentes en el higado, como las células de Kupffer, los hepatocitos, las

plaquetas, los leucocitos y las células epiteliales sinusoidales [67] [76] [74].

Los mediadores mejor analizados que activan las HSC incluyen PDGF, TGF-£,
receptor de muerte de la superficie celular (Fas), cuerpos apoptoticos y vesiculas
extracelulares [69] [77][78] [74]. Estos mediadores son secretados por varios tipos de

células como células epiteliales sinusoidales [77], células de Kupffer |79], hepatocitos

lesionados [80][81] y HSC [71] (Fig. 1.6.c).

Como se mencion6 anteriormente, las células de Kupffer influyen en la activacion
y proliferacion de las HSC a través de la secrecion de citocinas, incluida TGF-g 1,
asi como ROS y peroxidos de lipidos [69] [68] [72]. Ademaés, las células de Kupffer
también promueven la migracion de HSC al secretar PDGF [73][74]. Los hepatocitos,
las principales células del parénquima hepatico, también contribuyen a la activacion
de las HSC [76](68][74] debido a que los hepatocitos danados sufren apoptosis y
elaboran cuerpos apoptoticos, que son fagocitados por las HSC [80][81]. Este proceso
promueve la actividad fibrogénica de las HSC a través de la produccion de COL1A1,
TGF-8 1y o -SMA [74][81]. Los hepatocitos lesionados también producen ROS y

peroxidos de lipidos, que activan las HSC y provocan fibrosis hepatica [74][82].
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Figura 1.6: Papel central de las células estrelladas hepaticas en el proceso fibrético.
a) El dano hepatico debido a la sobrecarga lipidica promueve la activacion de las
células estrelladas, las HSC quiescentes pierden la capacidad de almacenar retinoides
y se exacerba el estrés oxidante. b) Las células etrelladas activas, proliferan, adquiren
de forma similar a los fibroblastos la propiedad de contractilidad, desencadenan el
proceso fibrético a través de la secrecion de ACTA2 y COL1A1; también estén
implicadas en alteracion en la sintesis y degradacion de matriz extracelular a través
de las MMP y TIMP. c¢) Otros tipos celulares hepaticos también se encuentran
implicados en el proceso fibrotico, los hepatocitos esteatoticos y las células epiteliales

sinusoidales, secretan moléculas que activan a las HSC.

1.5. Estrategias terapéuticas para la fibrosis hepa-

tica.

El manejo de la HGNA se centra en modificaciones del estilo de vida, pérdida

de peso y actividad fisica habitual. La pérdida de peso promueve la reduccion de
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grasa y la remision del HGNA. Una reducciéon del peso corporal del 3 al 5 % mejora
la esteatosis y una disminucion del 10 % mejora la necroinflamacion y la fibrosis [2].
Sin embargo, los cambios en la dieta y el estilo de vida son dificiles de mantener.
Como resultado, existe la necesidad de farmacos apropiados para tratar NAFLD. El
objetivo del tratamiento sigue siendo un tema de debate. La regresion de la fibrosis
(principalmente definida por al menos una mejora de etapa segin NASH CRN), co-
mo un marcador altamente potencial para el beneficio clinico, es uno de los criterios
de valoraciéon aprobados por las autoridades reguladoras para los ensayos de fase 111
en NASH [83]. Desafortunadamente, actualmente no hay medicamentos aprobados
especificamente para el tratamiento de la fibrosis hepatica por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) o la Agencia Europea de Medica-
mentos (EMA) [4], a pesar de la mayor comprension de los mecanismos moleculares

y celulares de fibrosis hepatica

1.5.1. Opciones actuales para el tratamiento del HGNA.

Ademas de la vitamina E, los tinicos farmacos que se pueden recomendar para
el tratamiento de la NAFLD son los farmacos que ya se utilizan para el tratamiento
de la DT2 y/o la obesidad. La mayoria de estos farmacos tienen un efecto directo

sobre el HGNA vy, a través de este.

Los farmacos utilizados para tratar la DT2 con efectos sobre la histologia del
HGNA son las tiazolidinedionas TZD [11][4][84]|85]. Las TZD como la pioglitazona
actian sobre los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR),
principalmente sobre la isoforma PPAR~. Si PPAR~ se une al receptor retinoide X,
sensibiliza a la insulina en el tejido adiposo, ejerciendo efectos antiesteatogénicos [86].
En higados de rata, el tratamiento con pioglitazona condujo a una disminucién de la
fibrogénesis [87]. Sin embargo, el efecto no fue significativo en los ensayos en humanos
con TZD. De hecho, después de 96 semanas de tratamiento con pioglitazona, no se

observo mejoria en el estadio de fibrosis en comparacion con el placebo [88].
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Los AR GLP-1 mejoran el control glucémico a través de una menor secrecion
de glucagon, vaciamiento gastrico més lento, secrecion de insulina dependiente de la
glucosa, mayor saciedad, reducciéon del peso corporal y del indice de masa corporal
[84] [89] [90] [91]. También conducen a la mejora de los marcadores hepaticos: ala-
nina aminotransferasa (ALT), acido aspartico transferasa (AST) y gamma-glutamil
transferasa (GGT). Actualmente, el uso de AR GLP-1 solo se recomienda en caso de
indice de masa corporal (IMC) alto (> 27 kg/m? ) y comorbilidades como diabetes
e hipertension arterial [11]. Se investigo la eficacia del farmaco durante 48 semanas
con efectos positivos sobre la EHNA pero no sobre la fibrosis como criterio principal
de valoracion [92]. Otro AR GLP-1, semaglutida, se probo en pacientes con riesgo de
desarrollar HGNA durante 104 semanas. La semaglutida redujo significativamente
los niveles de ATL después de 28 a 20 semanas de tratamiento [93] pero no se ob-
servo una reduccion de proceso fibrotico [94]. La pioglitazona TZD y la semaglutida

GLP-1 RA no pudieron alcanzar significacia en la reduccion de fibrosis [95](96].

SGLT-2 es una clase de antidiabéticos orales que reducen la hiperglucemia al
promover la excrecion urinaria de glucosa sin afectar la secrecion de insulina [97]; al
igual que en el caso de los farmacos anteriormente mencionados, en estos estudios

no se detectaron efectos sobre la fibrosis hepatica [85][98].

1.5.2. Terapia en Desarrollo.

Como se menciond anteriormente, actualmente no hay medicamentos aproba-
dos para el tratamiento del HGNA, pero existen farmacos en desarrollo. El acido
obeticolico OCA es hasta ahora el tnico farmaco que demostro eficacia en la fase
II1. E1 OCA es un agonista selectivo del receptor farnesoide X FXR. El FXR es un
receptor nuclear de acidos biliares que desempena un papel en el metabolismo de las
lipoproteinas y la glucosa, la regeneracion hepéatica y la regulacion de la inflamacion
hepética, por lo que tiene efectos anticolestésicos y hepatoprotectores [99]. Se ha

demostrado que la activacion del receptor FXR en ratones inhibe la activacion del
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inflamosoma en los hepatocitos, lo que previene la progresion de la enfermedad [100].
OCA fue aprobado por la FDA en 2016 para el tratamiento de la colangitis biliar
primaria, aunque actualmente se encuentra en un ensayo de fase III para probar
los efectos y la seguridad en pacientes con la EHGNA (Regenerate Study) [101].
OCA ha demostrado una regresion estadisticamente significativa de la fibrosis, con
un efecto del 11 % en la fase III después de 72 semanas con 25 mg. Sin embargo,

OCA no alcanzo el punto final en el mejoramiento de la EHNA [17].

Otros farmacos que se estan probando actualmente para el tratamiento de la fi-
brosis son lanifibranor, PFD y CVC. Lanifibranor (IVA337) es un farmaco que activa
cada una de las tres isoformas de PPAR [102], por lo que tiene efectos antifibroticos
y antiinflamatorios. Lanifibranor esta en fase III de estudio, con resultados signifi-
cativos en la mejora de la EHNA, la fibrosis y la combinacién de ambos [103][104].
PED es un farmaco antifibrotico oral aprobado para el tratamiento de la fibrosis
pulmonar idiopatica. Se prob6 en pacientes con fibrosis hepatica avanzada (estudio
PROMETEO) y en el 35% de los pacientes, se observé una reduccion significativa
de la fibrosis, lo que llevo a la conclusiéon de que PFD es eficaz y seguro en pa-
cientes con enfermedad hepatica avanzada [105]. CVC, un farmaco que se dirige
a los macrofagos en el higado mediante la inhibicién de receptores de quimiocinas
[106]]78] no mostro resultados significativos a los 2 afos de estudio [107][108]. De
la misma forma, diferentes moléculas no fueron eficaces, a pesar de que los estudios
preclinicos fueron positivos. Por ejemplo, el selonsertib, el simtuzumab y el inhibi-
dor de galactina-3 [109]|[110]. Finalmente, el grupo de la Dra. Victoria Chagoya de
Sanchez en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, ha desarrollado una molécula
terapéutica con efectos positivos sobre el proceso inflamatorio y la cirrosis hepatica
[111][112]. IFC305, es un derivado de la adenosina-aspartato y se ha demostrado
tanto en modelos animales (rata CCl 4), como en modelo in vitro que puede revertir
la fibrosis hepatica, reducir la presencia de HSC activadas, promover un aumento en
el niimero de HSC quiescentes y modificar la expresion global de genes relacionados
con la fibrogénesis y el metabolismo de los lipidos, ademés de reducir los niveles de

citocinas inflamatorias [111][112][113] [114][115].
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Capitulo 2

Vacuna intranasal HB-ATV-8
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2.1. CETP como blanco terapéutico.

El transporte inverso del colesterol es el proceso fisiologico por el cual el co-
lesterol en los tejidos periféricos es transportado por las HDL al higado para su
excrecion biliar, en consecuencia, promueve la disminucién de lipidos al interior de
diferentes tejidos extrahepéticos [116]. La mayoria de las células y los tejidos perifé-
ricos (excepto los de los érganos esteroidogénicos) no pueden catabolizar el colesterol
y solo pueden eliminarlo efluyéndolo hacia aceptores extracelulares como las HDL.
Sin embargo, hasta dos tercios del colesterol celular que deberia llegar al higado
para su excrecion se internaliza nuevamente en los tejidos extrahepaticos [117][118],
debido a que gran parte de los ésteres de colesterol no permanece en las HDL, sino
que se transfiere a las lipoproteinas de baja y muy baja densidad (VLDL y LDL,
respectivamente) por la actividad transferidora de CETP [119], “perjudicando” el
flujo de colesterol. Dado su papel central en el metabolismo de las lipoproteinas,
CETP es un objetivo terapéutico para regular el metabolismo de los lipidos. En ese
sentido, algunos estudios han mostrado que, la inhibicién de la CETP aumenta el
flujo de colesterol a través de las HDL [43]. En humanos, la deficiencia genética de
CETP da lugar a una marcada elevacion de las HDL entre los homocigotos y una
elevacion moderada en los heterocigotos [120][121|[122]. Las mutaciones en el gen
de CETP que conducen a la deficiencia de CETP son particularmente frecuentes
en los japoneses y la deficiencia de CETP es la causa méas comtun de HDL elevadas
(3.9-7.8 mmol /L) [123]. Debido a esto, se han desarrollado farmacos que tienen como

finalidad inhibir la actividad de CETP.

2.2. Desarrollo de la vacuna intranasal HB-ATV-8.

En nuestro laboratorio durante mucho tiempo se han llevado a cabo investi-
gaciones centradas en la estructura y funcion de CETP. CETP es una proteina

plasméatica de 476 residuos, cuya estructura cristalografica refleja una forma alar-
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gada de "boomerang’ con dimensiones de 135 A x 30 A x 35 A [124] [125], puede
describirse en cuatro unidades estructurales: un barril en cada extremo de la pro-
teina (barriles N y C), una lamina ( central entre los dos barriles y una extension
C-terminal. Cada barril contiene una hoja [ altamente retorcida y dos hélices (A y
B en el cilindro N, A’ y B’ en el cilindro C). La cuarta unidad, Glu4d65-Ser476 en el
extremo C de CETP, forma una hélice anfipatica distorsionada, la hélice X, que se
desenrolla ligeramente al final (Fig. 2.1) [125]. Es importante destacar que, la hélice
X de CETP es el componente funcional de la proteina, critico para la actividad de
transferencia de lipidos, ésto fundamentado en estudios de deleciéon y mutagénesis
sitio especifica que han mostrado que los tltimos 12 residuos del C-terminal (E465-
S476), corresponde a una region clave para la transferencia de lipidos [126] [127]
[128]. Considerando que la estructura « hélice del carboxilo terminal le brinda fun-
cionalidad a CETP, uno de los objetivos de nuestro laboratorio fue crear una vacuna
(HB-ATV-8) (Patente concedida en México, W0O2014003531; Patente concedida en
Estados Unidos de América, US 9,539,312 B2; Patente concedida en la Comunidad
Europea, EP2868327.) que pudiera inhibir la actividad de CETP desde un enfoque
inmunologico. Brevemente, la vacuna HB-ATV-8 consiste en una nanoparticula mi-
celar en la cual estd embebido el péptido Seq-1, la absorciéon de la vacuna a través
de la mucosa nasal permite el desarrollo de anticuerpos neutralizantes de la region

funcional de CETP, los que a su vez también actuaran neutralizando a la proteina

CETP endogena [129][1].
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Figura 2.1: Estructura tridimensional obtenida a partir del cristal de CETP. En
verde se muestra el barril N y en amarillo el C, la conexién entre ambos dominios se
encuentra marcada en rojo. En color magenta y cian se presentan dos moléculas de
ésteres de colesterol. El dominio C-terminal se encuentra senalado en un recuadro

azul. Estructura obtenida del Protein Data Bank: 20BD

Como se menciond anteriormente, la vacuna HB-ATV-8 esta diseniada para ser
absorbida por la mucosa nasal, a través de la absorciéon de nanoparticulas micelares
que conforman la preparacion vacunal HB-ATV-8, es importate destacar que la
composicion de la nanoparticula permite mantener estable la estructura secundaria
de la a-hélice funcional del antigeno (Seqg-1), que es la conformacion que facilita la

funcion de transferencia de lipidos (Fig. 2.2) [129].
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Figura 2.2: Microfotografia de HB-ATV-8 por microscopia electréonica de transmi-

sion. Formacion de estructuras tipo micelar.

La vacuna intranasal HB-ATV-8, esta diseniada para promover un perfil lipidico
antiaterogénico modulado por la inhibiciéon de la actividad de CETP, por lo que se
evaluo la efectividad del tratamiento en un modelo de aterosclerosis inducido por
una dieta alta en colesterol en conejos blancos Nueva Zelanda, y se encontr6 que la
vacuna reduce de forma significativa la formacion de la lesion aterosclerotica, ade-
més de que mantiene el correcto funcionamiento de las células endoteliales de la
aorta toracica, este ultimo resultado es de particular interés porque la disfuncion
endotelial es producto de una lesién vascular en la que no hay obstrucciones, pero
los vasos sanguineos se contraen en lugar de dilatarse, en ese sentido es destacable
el hecho de que el tratamiento con HB-ATV-8 promueva un efecto directo en el
mantenimiento de las células endoteliales[1|[130]. De manera interesante, a partir de
este estudio, demostramos que la vacuna también tiene un efecto regulatorio sobre

el proceso fribrotico en la EHGNA [1]. La vacuna HB-ATV-8 mostro ser eficaz en la
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produccién de anticuerpos anti-CETP, en paralelo con una reduccién en la actividad
de CETP. La administracion de HB-ATV-8 promueve la reduccion significativa de
los niveles de triglicéridos y ademés, observamos un restablecimiento de los niveles
de la proteina PPARq, el cual es un factor de transcripciéon involucrado con la ex-
presion de proteinas asociadas con la [ oxidacion de acidos grasos. Posteriormente,
realizamos un estudio en cerdos, debido a que las condiciones fisioldgicas y patolo-
gicas en este modelo se asemejan a la de los humanos. En este trabajo se encontré
que de forma consistente con el estudio en conejos, la administracion de la vacuna
es capaz de regular los niveles de triglicéridos. Asi como, el restablecimiento de los
niveles de expresion de los genes de aorta KLF2, SOD1, COL1A1 y ACTA2. Breve-
mente, KLF2 corresponde a un factor de transcripcion ateroprotector que regula la
expresion de genes endoteliales vasoactivos involucrados en la regulacion de la cons-
triccion/dilatacion normal de las células vasculares de musculo liso; SOD1 protege
a las células contra la citotoxicidad al eliminar los radicales superéxido; COL1A1
corresponde a la proteina mas abundante asociada a las fibras de colageno. Mientras
que, ACTA2 es un marcador asociado a diversas enfermedades oclusivas. Por otra
parte, también encontramos un restablecimiento en los niveles de expresion de la
proteina PPAR« [131][132]. Finalmente, y de forma congruente con los primeros
estudios preclinicos, la aplicaciéon de la vacuna muestra una reduccién significativa
en la lesion aterosclerotica y en el desarrollo del HGNA. [133].

En la Fig. 2.3, se presentan resultados histologicos en el modelo de conejo, que han
sido consistentes en todos los estudios preclinicos. Los péneles del lado izquierdo
corresponden a un andlisis microscopico de secciones transverales de la aorta abdo-
minal de un conejo representativo de cada grupo experimental, la aorta abdominal
de los conejos control reflejan la estructura de una aorta sin lesiones en la inti-
ma arterial, caracterizada histologicamente por una monocapa delgada de células
endoteliales. En contraste, los conejos alimentados con la dieta alta en colesterol
presentan un engrosamiento significativo de la ttinica intima. De manera interesan-
te, con el tratamiento con HB-ATV-8 hay una disminucion de la formacion de la

lesion aterosclerotica reflejada en una tinica intima no engrosada a pesar de recibir
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la dieta alta en colesterol. También se realiz6 una evaluaciéon de los cambios his-
tologicos inducidos por la dieta alta en grasa en el tejido hepatico, al respecto, se
pueden observar en la Fig. 2.3 (paneles del lado derecho) secciones histologicas de
higados de los animales de experimentacion. Los conejos del grupo control denotan
la organizaciéon laminar del parénquima hepatico normal, al centro se encuentra la
vena central en la cual desembocan las trabéculas de hepatocitos y los sinusoides,
adoptando una disposicion radial. La dieta alta en colesterol induce un importante
desarrollo de fibrosis alrededor de la vena central, mientras que la administracion
de la vacuna concomitantemente con la dieta alta en colesterol disminuy6 significa-

tivamente el proceso fibrotico.
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Figura 2.3: La vacuna HB-ATV-8 previene la aterogénesis y reduce la fibrosis indu-
cida por una dieta alta en colesterol. A la izquierda, secciones de la aorta abdominal
de un conejo representativo de cada grupo experimental. A) Pared de una aorta
sin lesion; B) Engrosamiento patologico de la tunica intima (flecha verde), la linea
en color verde evidencia el grado de la lesion; C) La vacuna HB-ATV-8 previene el
engrosamiento de la intima a pesar de recibir la dieta alta en colesterol (se senala
con la flecha verde). A la derecha, muestra de higado de un conejo representativo
de cada grupo, tenidas con tricromico de Masson para destacar lo componentes del
tejido conectivo. A) Organizacion laminar del parénquima hepéatico normal; B) La
dieta alta en colesterol induce un importante desarrollo de fibrosis alrededor de la
vena central (las fibras colagenas se observan en color azul y estan senaladas con
una flecha amarilla); C) La administracion de la vacuna disminuye el deposito de

fibras colagenas alrededor de la vena central (flecha amarilla). [1]
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Los anélisis bioquimicos, moleulares e histolégicos derivados de los tres estudios,
muestran la eficacia de la vacuna HB-ATV-8 en la prevencion de la aterogénesis, y
refuerzan el hecho de que ejerce un papel importante en la reduccion de la fibrosis
en el tejido hepatico. Este es un hallazgo muy importante porque més alla de la
modificaciéon del perfil lipidico, hay una clara respuesta por parte de los moduladores
de la matriz extracelular ante la administracion de HB-ATV-8. Es por esta razon que
hipotetizamos que mas alla de la modulacién de la actividad de CETP llevada a cabo
por los anticuerpos neutralizantes generados a partir del tratamiento intranasal con
HB-ATV-8, los efectos moleculares observados pueden estar regulados por el pétido
Seq-1. Derivado de lo anterior, decidimos comprobar la posibilidad de un efecto
directo de Seq-1 sobre los aspectos moleculares que intervienen en el desarrollo de
la fibrosis hepatica. En este estudio nos centraremos precisamente en dilucidar el
mecanismo molecular por medio del cual se esta llevando a cabo esta regulacion,
por lo que evaluaremos el efecto del compuesto activo (péptido Seq-1) de la vacuna
HB-ATV-8 en un modelo celular in vitro que asemeje la esteatosis de la patologia
del HGNA para conocer los patrones de expresion diferencial, particularmente en

genes asociados con la sintesis y degradacion de la matriz extracelular.
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Capitulo 3

Hipoétesis

Proponemos que el uso del péptido (CHLLVDFLQSLS, nombrado Seq-1) en
lineas celulares de hepatocitos (HepG2) y células estrelladas expuestas a concentra-
ciones elevadas de lipidos, regulara negativamente la expresion de genes implicados

en la remodelacion de la matriz el extracelular.
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Capitulo 4

Objetivo

Analizar la expresion de RNAm asociados con procesos fibrogénicos en un mo-

delo celular in vitro que asemeje algunas de las caracteristicas fisiopatologicas de la

enfermedad del higado graso no alcohélico.

4.1.

Objetivos particulares

Establecer un modelo de esteatosis in vitro que asemeje algunas caracteristicas
del higado graso no alcohélico en la linea celular HepG2 mediante la estimu-

lacion de las células con acidos grasos.

Realizar la evaluacion de la citotoxicidad de los acidos grasos y del péptido

Seq-1 para establecer las concentraciones de trabajo.

Analizar el efecto de la sobrecarga de acidos grasos y del péptido Seq-1 en
los siguientes parametros bioquimicos: niveles de lipidos, glucosa y enzimas

asociadas con dano hepatico.

Evaluar el efecto de Seq-1 en el estrés oxidante mediante el anélisis de los

niveles de ROS intracelulares.
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s Evaluar el efecto del péptido Seq-1 en la expresion de genes asociados con la

remodelacion de matriz extracelular en hepatocitos estatoticos mediante el uso

de qRT-PCR.

» Explorar la influencia del péptido Seq-1 en la expresion de proteinas asociadas
con remodelacion de matriz extracelular en células HepG2 esteatoticas me-

diante inmunofluorescencia.

» Investigar el efecto del péptido Seq-1 en la activacion de células estrelladas

humanas, cultivandolas con el sobrenadante de las HepG2 esteatoticas.
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Capitulo 5

Método
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De forma general, este proyecto fue disenado para evaluar el efecto hepatopro-
tector del péptido Seq-1 (incluido en la vacuna HB-ATV-8; Numero de patente
US9539312; MX347400B; EP2868327; W02014003531) en células HepG2 y en célu-
las estrelladas hepaticas (HSC, por sus siglas en inglés) expuestas a concentraciones

elevadas de lipidos.

5.1. Establecimiento de un modelo de esteatosis 1n

vitro.

5.1.1. Cultivo y tratamiento celular

Partiendo de los analisis histologicos obtenidos en nuestro laboratorio, en un
modelo de aterosclerosis tanto en conejo como en cerdo [1|[132][133], en los que
se observo una disminucion significativa del proceso fibrético en el higado al apli-
car la vacuna intranasal HB-ATV-8, en este trabajo se desarrollo6 un modelo in
vitro con lineas celulares provenientes de células hepéticas de humano HepG2 y
HSC, para asemejar las caracteristicas del higado graso no alcohdlico. La viabilidad

del modelo anterior, ha sido comprobada experimentalmente en diversos trabajos

[134][135][136].

La linea celular derivada de hepatoma HepG2 (ATCC HB-8065, USA) se cultivo
en medio de cultivo Dulbecco’s Eagle Modified (DMEM) (gibco, USA) suplementado
con 10 % de Suero Fetal Bovino (gibco, USA) y 10,000 U/mL de penicilina, 10 mg
de estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina B en condiciones de humedad a 37

°C y a una atmosfera de COy al 5%.
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5.1.2. Induccién de la internalizacién lipidica con Acidos gra-

SOS.

Para inducir la sobrecarga de lipidos, una vez que la células HepG2 alcanzaron
el 75 % de confluencia, se expusieron a una mezcla de acido oléico (Cat # 01383)
(Merck, Alemania) y acido palmitico (Cat # P0500) (Merck, Alemania) en una
relacion 2:1 respectivamente. Los acidos grasos se adicionaron a una soluciéon de
albimina de suero fetal bovino (BSA) al 1 % (Cat # A9418) (Merck, Alemania). Para
determinar la concentracion lipidica a la cual se estimularia a las células para inducir
una respuesta profibrotica, las células se expusieron durante 24 h a concentraciones

crecientes de la mezcla de acidos grasos (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 2 mM).

Brevemente, para el tratamiento con acidos grasos, se prepararon soluciones
stock de acido palmitico y oleico 100 mM disolviendo los acidos grasos en DMSO.
Posteriormente, se prepar6 una solucion de BSA (Sigma) sin 4cidos grasos al 10 %
(p/v) en HoO MilliQ y se mantuvo a 50°C en un bano de agua. Se obtuvo una
solucion de acidos grasos 5 mM/BSA al 1% adicionando la cantidad apropiada de
soluciones stock de oleato y palmitato con BSA al 10 % a 55°C durante 30 min. La
solucion fue filtrada en condiciones de esterilidad antes de utilizarse. La viabilidad
celular para la siembra de células en todos los experimentos de cultivo celular se
evalu6 con la prueba de exclusion del colorante azul de tripano (gibco). Las dosis
experimental se determiné realizando curvas de dosis y evaluando la viabilidad ce-
lular que siempre fue superior al 85 % en comparacion con las células control (100 %

de viabilidad), protocolo que se describe posteriormente.

5.1.3. Obtencién del medio condicionado.

Después de 24 h de exposicion al tratamiento con dcidos grasos o de acidos grasos
mas el péptido Seq-1, el sobrenadante se centrifugd a 6000 RPM para eliminar los

detritos celulares, se esterilizo por filtracion (filtro de membrana con un tamano de
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poro de 0.45 pm) y se almaceno en alicuotas a -20°C hasta su uso.

5.1.4. Determinacién del contenido de lipidos intracelulares

por microscopia de fluorescencia: tincién con rojo Nilo.

El contenido de lipidos intracelulares se determiné microscopicamente basdndose
en la tincién con rojo Nilo, un tinte lipofilico utilizado para marcar la acumulacion
de lipidos en el citosol [137]. Se sembraron 250 mil células en cajas de seis pozos,
que se expusieron a un tratamiento con acidos grasos durante 24 h a las siguientes
concentraciones: 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 2 mM. Después, las células se lava-
ron dos veces con DPBS y se permeabilizaron con triton al 0.1 %, posteriormente se
fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 15 min. Los lipidos neutros intracelula-
res se tineron con rojo Nilo (0.5 pg/mL) durante 15 min. Todo el procedimiento de
tincion se realizod a temperatura ambiente protegiendo las muestras de la luz directa.
Los hepatocitos tenidos se lavaron con DPBS para eliminar el tinte no incorporado.
La acumulacion lipidica intracelular se examiné utilizando un microscopio confocal
ZEISS LSM 800, con un objetivo 40x/1.3. Los datos cualitativos se confirmaron
mediante un analisis cuantitativo de la internalizacién de lipidos en el que se evalud
la cantidad de lipidos al interior de las células mediante una aproximacion fluorimé-

trica utilizando el software ImageJ (NIH).
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5.2. Evaluacién del efecto ateroprotector del pépti-

do Seqg-1.

5.2.1. Emsayo de citotoxicidad de la sobrecarga con acidos

grasos y del péptido Seq-1.

La viabilidad celular se evalu6 utilizando el ensayo colorimétrico de captacion
de rojo neutro. Se sembré una densidad de 1210° células HepG2 por pozo en una
placa de 96 pozos, permitiendo su adherencia durante 24 h en una atmosfera de C'O,
al 5% a 37°C. Posteriormente cada pocillo se lavdo con DPBS, y las células fueron
tratadas con las concentraciones crecientes de acidos grasos descritas anteriormente
(0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2 y 4 mM). Después de 24 h se removi6 el tratamiento y
el procedimiento continu6 con la adicion de 40 pug/mL de rojo neutro y la incuba-
cion a 37°C por 2 h y 30 min. Se realizaron lavados con DPBS para posteriormente
adicionar la soluciéon de destenido. La absorbancia de cada pozo se ley6 a 540 nm
en un lector de microplacas (BioTek Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader).
La absorbancia de las células sin tratamiento (control) fue tomada como el 100 %
de supervivencia. Los datos se expresan como la media + E.S de 6 experimentos
independientes. Para estos anélisis, las células fueron distribuidas en los siguientes
grupos de estudio: un grupo de células control que fueron incubadas tnicamente con
DMEM suplementado, un segundo grupo con el disolvente de la solucion lipidica
(DMSO 0.1 %) y finalmente, un grupo de células a las que se les adicion6 la solucion
lipidica a diferentes concentraciones. Puesto que el punto fundamental de este traba-
jo es la evaluacion del efecto del péptido Seq-1 en la regulacion génica de las células
hepéticas, una vez que se determiné la concentraciéon de acidos grasos para inducir
una respuesta profibroética, se realiz6 un analisis posterior para establecer la concen-
tracion de péptido a utilizar, para lo cual se emple6 una solucion stock 5 mg/mL
del péptido Seq-1, el cual se disolvio en buffer de carbonatos (NaHCO3/Na2CO3 50

mM pH 9.5). Las células se estimularon con diferentes concentraciones del péptido
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(0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 10000 pg/mL) durante 24 h. La dosis experi-
mental también se determiné mediante la elaboracion de curvas de viabilidad celular

con rojo neutro como se describié anteriormente.

5.2.2. Evaluaciéon de apoptosis mediante citometria de flujo.

La apoptosis y la apoptosis tardia se determinaron con un ensayo de dos tinciones
y se evaluo por citometria de flujo. Las células se marcaron con Anexina V, que de-
tecta la fosfatidilserina expuesta en la membrana celular, y con 7-aminoactinomicina
D (TAAD), el cual es un tinte que se une al DNA| ingresa a las células solo una vez
que se rompe la membrana celular y es indicativo de necrosis celular. Para garantizar
la consistencia de los datos de citometria de flujo, asi como para realizar la com-
pensacion por el cruce de fluoréforo, para cada preparacion de hepatocitos humanos
se realizaron tinciones tnicas de cada colorante (anexina V y 7-AAD). Las células
se recolectaron mediante tripsinizacién suave que se inactivdé mediante la adiciéon de
medio con FBS al 10 %. Las células se lavaron, el sedimento se suspendié en DMEM
ajustando la densidad celular a 1210° células. Se incubaron 200210% mismas que se
incubaron con 5 yl. de Anexina V y 5 ul. de TAAD durante 30 min a 37°C. Las
células se diluyeron con el tampoén de incubacion hasta un volumen final de 600 L
y se analizaron con un citometro Cytoflex S, utilizando un filtro de paso de banda
de 660/20 nm para la deteccion de anexina (canal FL6) y un filtro 690/50 nm para
la deteccion de TAAD (canal FL4). Los datos se analizaron utilizando el software
Flow Jo. Se utiliz6 el mismo protocolo de citometria de flujo para todos los experi-
mentos del estudio; esto significo que los voltajes para todos los marcadores fueron

constantes.
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5.2.3. Analisis bioquimico.

Se realiz6 la detecciéon de la concentracion de triglicéridos (TG), colesterol to-
tal (TC), asi como la actividad enziméatica de las enzimas aspartato aminotrans-
ferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), y niveles de glucosa en las células
HepG2, mediante espectrofotometria uv- visible Dirui cs- 1240, utilizando reactivos
dcL-SEKISUI. Estos estudios se realizaron en el Departamento de Patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

5.2.4. Generaciéon de ROS intracelulares por H2DCFDA.

Para establecer si la produccion de ROS inducida por acidos podria revertir-
se mediante el tratamiento con el péptido, las células se trataron conjuntamente
con acidos grasos y el péptido Seq-1 0.1 mg/mL. La acumulacion de ROS se de-
terminé con la sonda fluorescente diacetato de 2',7-diclorofluoresceina (H2DCFDA,
Invitrogen). Esta sonda es permeable a las células y, una vez dentro de una célula,
es dividida por esterasas intracelulares en 2',7-diclorofluoresceina (DCF), que luego
se vuelve impermeable a las células. posteriormente, la DCF puede reaccionar con
las ROS intracelulares (especificamente peroxido de hidrogeno) y producir una se-
nal fluorescente detectable a ~ 492 — 495/517 — 527 nm. La senal es directamente
proporcional al nivel de ROS intracelular presente. Brevemente, las células previa-
mente tratadas, se lavaron en DPBS por centrifugacion y se incubaron con 5uM de
H2DCFDA durante 30 min a 37°en DPBS. Las células se lavaron y el sedimento se
resuspendié en DPBS, posteriormente se adicionaron 100uL de la soluciéon a una
microplaca y se midi6 la intensidad de fluorescencia utilizando un lector de micro-
placas (BioTek Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader) a una excitacion de

485 nm y emision de 530 nm.
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5.2.5. Extraccién de RNA y sintesis de cDNA.

Después de los tratamientos, se eliminé el medio de cultivo, las células se lavaron
dos veces con DPBS y se aislo el RNA total. Brevemente, las células se lisaron con el
reactivo Trizol (Invitrogen, E.U.), se anadi6 cloroformo y el RNA celular se precipit6
con alcohol isopropilico. Después de lavar con etanol al 75 %, el RNA se disolvi6 en
agua sin nucleasas y se almacent a -20°C hasta su posterior analisis. E1 RNA se
cuantifico espectrofotométricamente a 260 nm en un NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, E.U.). La pureza del RNA se evalu6 midiendo la relacion A260/A280,
considerando RNA con pureza adecuada aquellos que presentaban valores entre 1.8
y 2.0. El RNA total (1 pg) se transcribié de forma inversa utilizando el kit de
sintesis de ¢cDNA iScript BioRad de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La retrotranscripcion se realizé en un termociclador de acuerdo con el protocolo de
reaccion propuesto por el fabricante: 5 min a 25°C (hibridacion), 20 min a 46°C

(sintesis de cDNA) y 1 minuto a 95°C (desnaturalizacion enzimatica).

5.2.6. Analisis de expresion de marcadores profibréticos me-

diante PCR cuantitativa en tiempo real.

Se realiz6 PCR cuantitativa en tiempo real en un QuantStudio 7 Flex (Thermo
Fisher Scientific); se utilizo GAPHD como gen constitutivo. Todos los pares de
cebadores fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México y fueron disenados usando el software GenScript
Online PCR Primers Designs Tool. Las secuencias de cebadores y las referencias
se especifican en el Cuadro 5.1. La amplificacion por PCR se llevé a cabo en un
volumen de reaccion de 12 plL que contenia 1 pug de cDNA y PowerUp SYBR Green
Master Mix (SYBR Green, DNA polimerasa Taq Dual-Lock, dNTPs con mezcla
dUTP/dATTP, UDG termolabil, tinte de referencia pasivo ROX y estabilizadores).

Para verificar la especificidad de la amplificacion, se realizé un anélisis de la curva
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de fusion, inmediatamente después del protocolo de amplificaciéon. En ningtn caso se
encontraron productos inespecificos. La cuantificacion relativa se realizé utilizando
el método 2-AACT, teniendo en cuenta las eficiencias de los genes individuales. Los
resultados se normalizaron a GAPDH, la cantidad inicial de la plantilla de cada
muestra se determindé como expresion relativa frente a una de las muestras elegidas
como referencia (en este caso la muestra de control). Los resultados informados son
la expresion media + error estdndar de al menos 3 determinaciones diferentes para

cada gen.

Gen Secuencia

COL1Al fwd 5-TTC ACT TGG CTT CAG CGC CA-3’
COL1Alrev  5-GTG ACT GCA ACC CCC AGC TT-3’
ACTA?2 fwd 5-AGC TGG GGC AGT TGG GTC TA-3’
ACTA2 rev 5-TGG CCC CAG AGC TGG TAA GT-3
TGF-beta fwd 5-ACA GGT TCC TGC TGT GTG CC-3’
TGF-beta rev  5-CCA TCC TGC ATG CCT CCC TG-3’
GAPDH fwd  5-CCA TCC TGC ATG CCT CCC TG-3’
GAPDH rev  5-ACT GAC ACG TTG GCA GTG GG-3’

Cuadro 5.1: Primers disenados para la identificaciéon de genes asociados con fibrosis.

5.2.7. Microscopia de inmunofluorescencia de COL1A1, MMP-
2 y TIMP-2.

Las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pozos, cada una con un cu-
breobjetos de vidrio, y se cultivaron durante 24 h en DMEM que contenia FBS al
10 % y antibioticos (100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). Las
células se estimularon con la soluciéon lipidica 0.6 mM y con solucién lipidica méas

el péptido (100 pug/mL) durante 24 h. Se fijaron en paraformaldehido al 4% y se
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permeabilizaron en Triton X-100 al 0.2 % a temperatura ambiente durante 20 min.
Las células se bloquearon con una solucion de bloqueo (BSA 5% & 0.1 % Tx-100
en PBS) durante 2 h, seguido de una incubacion con los anticuerpos anti-COL1A1
(SC-293182), anti-MMP-2 (SC-13594) y anti-TIMP-2 (SC-21735) 1:500 durante la
noche a 4°C. Posteriormente, se realizé la incubacion con Goat anti-mouse Alexa
488 (Invitrogen No. cat. A11001) 1:5000 durante 1 hora. Las imagenes fueron ad-

quiridas en un Microscopio confocal LSM800, con un objetivo 63 X.

5.2.8. Induccién de la activacidon de células estrelladas.

Para evaluar el efecto de las HepG2 esteatoticas en el proceso de activacion de
las HSC, se utilizaron HSC de ScienCell Research Laboratories, las cuales se aislaron
de higado humano, se criopreservaron en el primer pase y se mantuvieron congeladas

hasta su uso. Sélo se utilizaron rectivos ScienCell en el manejo de la células.

Las HSC se incubaron con el sobrenadante de HepG2 tratadas con écidos grasos
0.6 mM, con acidos grasos 0.6 mM mas el péptido Seq-1 (100 ug/mL) o bien con
el medio condicionado de células control durante 72 h. En el presente estudio nos
centramos en analizar el efecto del péptido Seq-1 en la activacion de las HSC, debido

a que estas células tienen un papel central en el proceso fibrotico.

5.2.9. Analisis estadistico.

A menos que se indique lo contrario, todos los datos se expresan como media
+ error estandar (E.S) de tres experimentos independientes (réplicas biologicas).
Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucién de cada
grupo. La significancia de las diferencias entre mas de dos grupos se calcularon
mediante la prueba de ANOVA de una via y Tukey para datos con distribucion
normal y la prueba de Kruskal-Wallis y Dunn’s para datos sin distribucién normal.

La comparacion entre dos grupos se realizé utilizando pruebas t de Student de una

40



via para comparar los datos con distribucién normal; para los datos con distribucion
no normal se utiliz6 la prueba de U de Mann-Whitney. Para todas las pruebas se
consideraron valores significativos aquellos que presentaron una P<0.05. El analisis

estadistico y las figuras se realizaron con el software Prism 8.0 (GraphPad Software,

San Diego, CA).
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Capitulo 6

Resultados
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6.1. Establecimiento de un modelo de esteatosis 1n

vitro.

6.1.1. El tratamiento con oleato y palmitato induce la inter-

nalizacién de lipidos en células HepG2.

Para investigar el efecto del péptido Seq-1 en células esteatéticas humanas, esta-
blecimos un modelo n vitro que asemeja la patologia del higado graso inducido por
una mezcla de oleato y palmitato 2:1. Los acidos grasos se adicionaron a una solu-
cion de BSA 1% para obtener una relacion molar 6:1 (acidos grasos/BSA), imitando
asi las condiciones hiperlipidémicas. El contenido de lipidos en el interior celular se
determiné mediante la tincion Rojo Nilo, debido a sus propiedades solvatocréomicas
utilizamos 2 espectros de emision y excitacion (Aex = 495 / dem = 519 nm y Aex
=594 / dem = 618 nm) [138][139][140].

La exposicion celular a 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 2 mM de oleato/palmitato 2:1

durante 24 h indujo una acumulacion de lipidos dependiente de la dosis (Fig. 6.1.).
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Figura 6.1: Acumulacion de lipidos intracelulares tras estimulacion con olea-
to/palmitato. Se incubaron células de hepatoma humano HepG2 con concentraciones
crecientes de oleato/palmitato (I: CT, II: 0.05 mM, III: 0.1 mM, IV: 0.2 mM, V: 0.4
mM, VI: 0.6 mM, VII: 0.8 mM, VIII: 1 mM y IX: 2 mM) durante 24 h. Las células
sin tratamiento con acidos grasos sirvieron como controles, en verde se observan las
gotas de lipidos citoplasmaticas. Tincién Rojo Nilo, imagenes adquiridas mediante

microscopia confocal.
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La internalizacion es evidente después de la exposicion de oleato/palmitato 0.2
mM donde la cantidad de gotas lipidicas aumentaron en comparaciéon con la obser-
vada con las dosis més bajas. Estos hallazgos cualitativos se confirmaron mediante
una aproximacion fluorométrica utilizando el software ImageJ (Fig. 6.2.). Se observo
que el aumento en la fluorescencia de las células respecto a la fluorescencia extra-
celular (AF), es proporcional a la concentracion de acidos grasos. Encontramos un
aumento de 3 veces (£ 2.3; P= 0.0005) en la fluorescencia después de la incubacion
con acidos grasos 0.6 mM en comparacion con las células control. La acumulacion
de lipidos fue incluso mas pronunciada después de la exposicion a palmitato 2 mM

durante 24 h (aumento de 5 + 6.8 veces sobre el control P=(<0.0001).

Figura 6.2: Evaluacion fluorométrica del contenido de lipidos intracelulares. Los

datos representan la media de los valores de intensidad de fluorescencia + el E.S.

6.1.2. Citotoxicidad de la sobrecarga de acidos grasos.

La citotoxicidad del tratamiento con oleato/palmitato se evalué midiendo la
absorcion de rojo neutro a 540 nm. Los resultados muestran que las células HepG2
fueron sensibles a concentraciones elevadas de acidos grasos, produciendo una reduc-
cion de la viabilidad celular a partir de la concentracion 1.2 mM (P=<0.0001) sobre
el control (Fig. 6.3). Para evaluar el efecto del vehiculo en el que se solubilizaron

los acidos grasos, las células también se trataron con la concentracion equivalente
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de DMSO que se us6 para solubilizar los dcidos grasos. En tal caso, la viabilidad no
se redujo después de 24 h de incubacién. Como muestra la Fig. 6.3., hay un efecto
citotoxico dependiente de un aumento en la concentracion de acidos grasos. No se
observé algiin efecto citotoxico en hepatocitos humanos en las concentraciones de
oleato/palmitato 0.1, 0.2, 0.4 y 0.6 mM, mientras que se mostré un fuerte efecto
citotoxico a partir de la concentracion 1.2 mM de la mezcla de acidos grasos. Por lo
tanto, para lograr una sobreacumulaciéon maxima de lipidos con una citotoxicidad
minima, se seleccioné la mezcla de acidos grasos 0.6 mM para los experimentos pos-
teriores. Como control positivo, en este analisis se utilizo el detergente Triton X-100
(Sigma) a una concentracion 0.1 %, misma que se determin6 mediante una curva de

citotoxicidad.

Figura 6.3: Curva dosis-respuesta del efecto citotoxico de los acidos grasos (olea-
to/palmitato 2:1) sobre la viabilidad de la linea celular HepG2. Los datos mostrados
representan la media de triplicados de al menos 5 mediciones independientes + E.S.
Los simbolos en verde representan los controles utilizados: CT (células sin trata-

miento); CT + (células + Triton X-100).
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6.2. Analisis del efecto hepatoprotector del péptido

Seq-1 en un modelo de esteatosis in vitro.

También se evalu6 el efecto del péptido Seq-1 en la viabilidad de las células
HepG2, se prob6 un amplio rango de concentraciones (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10,
100 y 1000 pg/mL) y no observamos disminucion significativa de la viabilidad con
alguna de las concentraciones evaluadas (Fig. 6.4). El efecto del péptido Seq-1 sobre
la proliferacion de células se midi6 mediante el ensayo rojo neutro, y los resultados
mostraron que la concentracion utilizada (100 pug/mL) en los experimentos poste-

riores es segura.

Figura 6.4: Viabilidad celular (curva de respuesta logaritmica a la dosis) de las
células HepG2 tratadas con concentraciones crecientes del péptido Seq-1. Las células
se trataron durante 24 h. Los datos representan la media + E.S. CT (células sin

tratamiento); CT + (células + Triton X-100 0.1 %).
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6.2.1. Evaluacién de la apoptosis.

Para confirmar los resultados de viabilidad celular, tanto las células HepG2
estimuladas con acidos grasos 0.6 mM como las que fueron tratadas con el péptido
Seq-1 100 pg/mL se tineron con Anexina V y TAAD para evaluar la apoptosis
temprana y tardia. De acuerdo con la tincién celular, las células se clasificaron
como: 1) células vivas negativas tanto para anexina V-FITC como para TAAD;
2) células apoptoticas tempranas, positivas para anexina V-FITC y negativas para
TAAD; y 3) células apoptoticas tardias, positivas tanto para anexina-V-FITC como
para TAAD; las células positivas s6lo para TAAD se consideraron necréticas. La
evaluacion mostroé que el porcentaje de células apoptoticas en el grupo control, el
grupo de esteatosis y el grupo tratado con el péptido fue de 2.64 %, 2.53 % y 2.41 %,
respectivamente.

Como se muestra en la Fig. 6.5, la concentracion 0.6 mM de acidos grasos no induce
un aumento en el porcentaje de células en apoptosis temprana (2.53 %), apoptosis
tardia (1.61 %) y hubo un 0.12% en la poblacion necrética. De la misma manera,
el péptido no induce un aumento en el porcentaje de células en apoptosis temprana

(2.41%), apoptosis tardia (1.57 %) o necrosis (0.20 %).
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Figura 6.5: La sobrecarga con acidos grasos (0.6 mM) y el tratamiento con el pép-
tido(100 pg/mL) no promueven apoptosis celular. (A) Se utilizo citometria de flujo
para detectar la tasa de apoptosis mediante tincién con Anexina V/7-AAD después
de los tratamientos durante 24 h. Los diagramas de puntos se dividen en cuadrantes;
Q4 (inferior izquierdo; células que se tinen negativamente para 7-AAD y anexina
V), Q1 (superior izquierdo; células que se tifien positivo para 7-AAD pero negativo
para anexina V), Q3 (inferior derecho; tincion para anexina V positivo y 7-AAD
negativo, que representan células apoptoticas tempranas) y Q2 (superior derecho;
tincién positiva tanto para 7-AAD como para anexina V, que representan células

apoptoticas/muertas tardias).

6.2.2. El péptido Seq-1 regula la sintesis de lipidos.

El anélisis de los niveles de lipidos intracelulares en las HepG2 mostré que el
contenido de triglicéridos en las células tratadas con 0.6 mM de acidos grasos du-
rante 24 h aumento significativamente en comparacion con el del grupo control ( P
<0.0001, Fig. 6.6A). Este resultado prueba que los acidos grasos inducen con éxito
la esteatosis en las células HepG2. Ademas, encontramos que también aumenta la
concentracion de colesterol total (Fig. 6.6B) (P=0.0018) comparado con el Ct. En
contraste, el péptido Seq-1 provoca una disminucién significativa de la concentra-
cion de triglicéridos y colesterol (P <0.0001; P=0.0031) respectivamente, en células

tratadas con acidos grasos.
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Figura 6.6: Ffecto del péptido Seq-1 sobre los niveles intracelulares de triglicéridos
y colesterol en células HepG2 esteatoticas. Los valores graficados son una represen-
tacion del valor de la media 4+ E.S. **P= < 0.05; **** P=< 0.0001. Las diferencias

significativas se analizaron con una prueba t de Student.

6.2.3. El péptido Seq-1 regula la sinteis de ALT y AST.

En respuesta al tratamiento con acidos grasos, hay un aumento significativo de
los niveles de las enzimas ALT (30.85 £ 5.412 P=0.0023) y AST (99.42 + 16.42
P=0.0019) en el medio extracelular después de 24 h de estimulo con los acidos gra-
sos en las células HepG2 comparados con el control. De maneta interesante, con
la adicion de 100 pug/mL péptido Seq-1, los niveles de ALT y AST en el medio se
redujeron significativamente en contraste con los niveles del medio de células estea-
toticas (71.33 + 43.04, P= 0.0002 y 115.8 £ 8.021, P= < 0.0001) respectivamente
(Fig. 6.7.).
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Figura 6.7: Niveles de ALT y AST en el sobrenadante después del tratamiento de
células HepG2 con acidos grasos (0.6 mM) y acidos grasos + péptido (100 pg/mL)
durante 24 h. **P < 0.001 o ****P < 0.0001. Se utiliz6 una prueba t de Student

para la comparacion de medias.

6.2.4. El péptido Seq-1 atentia la acumulacién de glucosa en

células HepG2.

Para analizar el efecto del péptido en el metabolismo de la glucosa, se midi6 el
contenido de glucosa en las células HepG2. Después de la adiciéon de acidos grasos
a las células, la captacion de glucosa por parte de las HepG2 aumenté 6 veces con
respecto al control (P=0.0847), pero el contenido de glucosa intracelular disminuyo
después de la adicion de 100 pg/mL del péptido Seq-1 (P=0.0055) Fig. 6.8A. Los
resultados mostrados en la Fig. 6.8B, son un reflejo de la captacion de glucosa por
parte de las células, ya que observamos una disminucién de 10 veces de glucosa
extracelular de las células esteatoticas con respecto al control (P=0.0011), mientras
que el nivel de glucosa extracelular del grupo de células tratadas con acidos grasos

més el péptido no muestra una reduccion significativa con respecto al grupo control
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(P=0.2258).

Figura 6.8: Efecto del péptido Seq-1 en los niveles de glucosa intracelular y extrace-
lular en células HepG2. Los datos representan la media + E.S. * P <0.05. Los datos

se analizaron con una prueba Kruskal-Wallis.

6.2.5. El péptido Seq-1 atenua el estrés oxidante causado por

la acumulacion de lipidos en células HepG2.

Para investigar el efecto del péptido sobre el estrés oxidante en las células estea-
toticas, medimos los niveles de ROS intracelulares. Los resultados mostraron que,
después de la estimulacion con lipidos 0.6 mM en las células HepG2, los niveles de
ROS aumentaron significativamente y los niveles disminuyeron después de la adi-
cion del péptido Seq-1 (Fig. 6.9). Los datos anteriores indican que la acumulacion
de lipidos en las células HepG2 exacerba el estrés oxidante y el tratamiento con el
péptido lo reduce. Las células tratadas con lipidos 0.6 mM mostraron un aumento
significativo (P= <0.0001) de 1.4 £+ 14.22 veces en la generacion de ROS frente al

control no tratado. Cuando las células tratadas con lipidos 0.6 mM se expusieron
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concomitantemente a 100ug/mL del péptido Seq-1, el nivel de ROS disminuy6 (P=
0.0158) 1.22 £ 0.12 veces en comparacion con el grupo de células inicamente estimu-
ladas con lipidos, lo que indica que la adicion del péptido pudo revertir la alteracion

en estado redox inducido por tratamiento con acidos grasos.

Figura 6.9: Formacion de ROS intracelulares medida con H2DCFDA en células
HepG2 después del tratamiento con acidos grasos y con el péptido Seq-1. CT (células
no tratadas); Tx-Lipidos (células incubadas con éacidos grasos 0.6 mM durante 24
h); Tx-Lipidos+Seq-1 (células HepG2 + tratamiento con acidos grasos + Seq-1 a
una concentracion 100 pg/mL). Los datos son una representacion de la media +
E.S. *P < 0.05; ***P < 0.0001. Los datos fueron analizados utilizando la prueba

Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s.
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6.2.6. El péptido reduce la expresion de mRINA de citocinas

inflamatorias.

El proceso fibrético esta mediado por diversas citocinas y para analizar el efecto
del péptido en el proceso inflamatorio, se evaluo la expresion de TGF-, una citocina
reportada como marcadora de fibrosis en el HGNA. Como se muestra en la Fig. 6.10.,
la acumulacion de lipidos intracelulares se asocié con una regulaciéon positiva en el
mRNA de TGF-5 (P=>0.9999), y observamos una regulacion negativa de TGF-3
del grupo estimulado con el péptido Seq-1 en contraste con el grupo de lipidos (1.73
+ 0.36 p=0.0008). Lo que sugiere que el péptido tiene un efecto sobre la respuesta
inflamatoria regulada por TGF-£.

Figura 6.10: Expresion de mRNA de TGF-£ en la linea celular HepG2 después de
la incubacién con acidos grasos (0.6 mM) y péptido (100 pg/mL). Analisis realizado
mediante RT-qPCR cuantitativo. Los valores representan la media 4+ E.S. ***P <

0.001. Los datos fueron analizados mediante una ANOVA de una via y una prueba

de Tukey.
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6.2.7. El péptido Seq-1 promueve la disminucién de la expre-

siébn de genes pro fibrogénicos en las HepG2.

Analizamos el efecto del péptido Seq-1 en la expresion génica de las HepG2 esti-
muladas con acidos grasos. La expresion de mRNA de dos marcadores establecidos
de activacion de HSC, colageno tipo I (COL1A1) y ACTA2 se determin6 mediante
analisis cuantitativo de RT-qPCR. Las HepG2 estimuladas con &cidos grasos 0.6
mM revelaron una expresion de colageno tipo I mayor (1.57 + 0.17, P=0.340; «
Fig. 6.11.A ) y ACTA2 (1.3 £ 0.563, P=0.981; « Fig. 6.11.B) en comparacion con
los hepatocitos control . De forma interesante, la expresion de COL1A1 y ACTA2
del grupo estimulado con lipidos y con el péptido Seq-1 disminuye significativamente
en contraste con el grupo unicamente estimulado con acidos grasos (2.73 £ 0.3280
P= 0.0010 y 2.42 £+ 0.1741 P=0.0456). Estos resultados confirman el efecto que
tiene el péptido sobre las vias de senalizacion y genes directamente implicados con

el proceso fibrético.
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Figura 6.11: E1 péptido Seq-1 regula negativamente la expresion de COL1A1 y
ACTA2 en células HepG2 esteatoticas. 24 h después del tratamiento se analizo la
expresion de mRNA de (A) COL1A1 y (B) ACTA2 mediante anélisis de RT-qPCR
cuantitativo. ***P < 0.001. Los datos fueron analizados empleando la prueba ANO-

VA de una via, post hoc Tukey.

6.2.8. El péptido Seq-1 regula la expresion de proteinas aso-

ciadas con la matriz extracelular.

A continuacién, analizamos el efecto del tratamiento con el péptido en las HepG2
esteatoticas con respecto a la expresion de 3 proteinas relacionadas con la fibrosis:
COL1A1, MMP-2 y TIMP-2. En comparaciéon con los hepatocitos control, la esti-
mulaciéon con acidos grasos indujo una expresion de COL1A1 (3.005 £ 0.03 veces;
Fig. 6.12.A ), MMP-2 (3.847 + 0.0085; Fig. 6.12.B ) y TIMP-2 (34.54 + 0.038 veces;
Fig. 6.12.C ). De forma consistente con la regulacion negativa en genes profibroti-
cos con en tratamiento del péptido, en este ensayo observamos una disminuciéon

en la expresion de las tres proteinas, misma que se expresa como la intensidad

o6



de fluorescencia. En comparacion con el grupo Tx-Lipidos observamos una dismi-
nucion de COL1A1 (5.017 £ 0.028 veces; Fig. 6.12.A); MMP-2 (2.731 + 0.0085
veces; Fig. 6.12.B) y TIMP-2 (36.51 4+ 0.038 veces; Fig. 6.12.C) en el grupo Tx-
Lipidos+Péptido. Las diferencias significativas entre tratamientos se analizaron con

una ANOVA de una via/post-test de Tukey.

Figura 6.12: Anélisis de inmunofluorescencia de COL1A1, MMP-2 y TIMP-2, se
muestra una disminuciéon de la expresion de las tres proteinas de estudio en células
HepG2 esteatoticas més el péptido. Iméagenes representativas (A) COL1A1 (verde);
(B) MMP-2 (rojo); MMP-2 (violeta). Los valores se presentan como media £+ E.S.
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6.2.9. El sobrenadante de las células HepG2 esteatoticas pro-

mueve la activacion de las HSC.

Se expusieron HSC humanas al sobrenadante de las HepG2 con los diferentes tra-
tamientos durante 3 dias. Las HSC expuestas al sobrenadante de las células HepG2
esteatoticas muestran una regulacion positiva de los genes profibroticos, misma que
es estadisticamente diferente que las HSC tratadas con el sobrenadante de hepatoci-
tos control: COL1A1 (9.54 + 2.189, P = 0.0010; Fig. 6.13. A), ACTA2 (17 £ 1.068,
P =< 0.0001; Fig. 6.13.B) y TGF-3 (5.690 + 0.106, P = 0.0009; Fig. 6.13.C ). En
contraste, observamos un restablecimiento en los niveles de expresiéon de COL1A1,
ACTA2 y TGF-p en las HSC cultivadas en el sobrenadante de las HepG2 estimuladas
con acidos grasos y con 100 pug/mL del péptido comparados con las HSC cultivadas
con el sobrenadante de las células HepG2 esteatoticas: COL1A1 (6.240 £+ 1.317, P
= 0.0752; Fig. 6.13A ), ACTA2 (8.262 + 0.588, P = 0.0003; Fig. 6.13B) y TGF-5
(3.574 + 0.676, P = 0.0190; Fig. 6.13C ). Los resultados sugieren que las HepG2
secretan factores pro fibrogénicos que participan en la activacion de las HSC y que

el péptido tiene una participacion en la regulacion del proceso fibrotico al promover

una disminuciéon de la expresion de COL1A, ACTA2 y TGF-5.
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Figura 6.13: Fl sobrenadante de las células HepG2 esteatoticas mas el péptido re-
duce la expresion profibrogénica de células estrelladas hepaticas. Las HSC se incu-
baron con el sobrenadante de hepatocitos tratados con palmitato/oleato 2:1 durante
72 h mas 100ul. de Seq-1 . Posteriormente, se analiz6 la expresion de mRNA de
(A)COL1AL, (B) ACTA2 y (C) TGF-f mediante analisis de RT-qPCR cuantitati-
vo;* P <0.05. El analisis de significancia se realizo con una ANOVA de una via y

una prueba post hoc de Tukey.

Para este trabajo fue importante demostrar que los factores solubles liberados
por las células HepG2 esteatoticas en lugar de los acidos grasos residuales en el so-
brenadante eran responsables de los efectos pro fibrogénicos observados en las HSC
tras la estimulacion con el sobrenadante de los hepatocitos tratados con écidos gra-
sos. Por lo tanto, medimos la concentracion de acidos grasos presentes utilizando el
colorante fluorescente Rojo Nilo. Al respecto, no observamos diferencias estadistica-
mente significativas entre los dos grupos tratados con acidos grasos comparados con

el control.
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Figura 6.14: Concentracion de acidos grasos libres en el sobrenadante de los tres

grupos de estudio.
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Capitulo 7

Discusion
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En el presente estudio se caracterizd6 un modelo hepatico in vitro de esteatosis
celular con un perfil de sobreacumulaciéon de acidos grasos, en el que se evaluaron
los efectos bioquimicos, metabolicos y citotoxicos/apoptoticos, asi como la expresion
genética de marcadores fibroticos. Lo anterior permitié analizar el efecto hepatopro-
tector del péptido Seq-1 sobre las células HepG2 esteatoticas, particularmente en la
regulacién de genes involucrados en el proceso fibrético.

Los écidos palmitico y oleico son los acidos grasos de cadena larga mas abundan-
tes en los triglicéridos hepaticos tanto en sujetos normales como en pacientes con
esteatosis micro y macrovesicular [141], estos acidos grasos suelen estar elevados en
estados de resistencia a la insulina y obesidad (como principales factores de riesgo
de EHGNA /EHNA). Se utiliz6 una mezcla de acidos oleico y palmitico en una pro-
porcion 2:1 para inducir la acumulacion de lipidos en las células hepaticas HepG2 y
emular las caracteristicas de la EHGNA.

La linea celular HepG2 se aisl6 de un carcinoma hepatocelular y exhibe caracteris-
ticas clave de los hepatocitos [142]. Debido a su procedencia tumoral, algunas de las
diferencias entre la linea celular HepG2 y los hepatocitos normales, son que las células
HepG2 se caracterizan por un niimero anormal de cromosomas, ademas, las proteinas
involucradas en la funcién metabolica se expresan de manera deficiente, lo que limita
la comparacion directa con la patologia humana in vivo [143|[144][145][146]. Sin em-
bargo, la linea celular HepG2 se utiliza para el estudio de farmacos in vitro porque
conserva la mayoria de las funciones metabolicas de los hepatocitos normales [147].
En ese sentido, aunque los hepatocitos humanos primarios se consideran el modelo
in vitro estandar debido a su alta funcionalidad en relaciéon con el 6rgano humano
in vivo, su uso conlleva inconvenientes con la disponibilidad, la variabilidad entre
donantes y el corto periodo de tiempo durante el cual permanecen diferenciados,
por este motivo empleamos células HepG2, ademéas de su potencial de crecimiento
ilimitado y fenotipo estable a lo largo del tiempo de estandarizaciéon del modelo de

esteatosis, garantizando asi la reproducibilidad del ensayo [148|.

Este enfoque, de forma consistente con otros modelos in wvitro, confirma la parti-

cipacion activa de los hepatocitos en la progresion de la EHGNA, ya que el hepatocito
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tiene efectos autocrinos y paracrinos sobre células hepaticas no parenquimatosas re-
sidentes [149]. Nuestro estudio mostr6 que indujimos con éxito la acumulacion de
lipidos al cultivar con &cido oleico y palmitico a las células HepG2. Se observo una
gran cantidad de gotas de lipidos y un cambio significativo en la estructura de los
hepatocitos. Mostrando que las células Hep(G2 son una alternativa viable para la
sustituciéon de hepatocitos humanos de cultivo primario en modelos celulares de es-
teatosis, como se ha propuesto en trabajos anteriores [150] [134][135]. Al evaluar la
citotoxicidad de la proporcion 2:1 de acido oleico y palmitico, observamos un efecto
citotoxico asociado con el aumento de la concentracion de acidos grasos en células
HepG2. Estos resultados son consistentes con informes que muestran una relacion
entre el aumento de los 4cidos grasos y el incremento en el dano hepatico, utilizando
modelos dietéticos de esteatosis hepatica caracterizados por una acumulacion similar
de triglicéridos totales, pero una composicion diferente de acidos grasos [151]. De
igual manera, se han mostrado hallazgos en una variedad de sistemas in vitro en los
que hay un efecto lipotoxico inducido por acidos grasos en diferentes tipos celulares:
células endoteliales [152], células § pancreéticas [153], cardiomiocitos [154], células
CHO [155], hepatocitos [156], células HepG2 [32] y células H4IIE de hepatoma de
rata [157]. A pesar de que se observo que concentraciones de acidos grasos mayores
a 1 mM inducen una acumulacién significativa de gotas de lipidos, para realizar
los ensayos de expresion génica realizados en este estudio fue necesario garantizar
la integridad del RNA por lo que se establecié la concentracion 0.6 mM de acidos
grasos 2:1 para todos los experimentos, debido a que con dicha concentraciéon ob-
servamos efectos proinflamatorios y profibrogénicos en las células sin desencadenar
dano celular. La relevancia de nuestro modelo experimental radica en que reproduce
algunas de las afecciones provocadas por la acumulacion de lipidos caracteristica de
la EHGNA. Los pacientes con HGNA muestran una internalizacion de lipidos mayor
a la capacidad de eliminacion de los mismos, esto significa que hay un incremento
en la captacion hepatica de acidos grasos y lipogénesis de novo (sintesis de acidos
grasos), provocando que la oxidacion y exportacion de éstos sea insuficiente para

normalizar los niveles lipidicos, promoviendo el dano celular y la progresion de la
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enfermedad al inducir estrés oxidante [29].

Para evaluar el efecto del péptido Seq-1 en el modelo de células esteatoticas, realiza-
mos un analisis de la citotoxicidad del péptido Seq-1, en el cual evaluamos un amplio
rango de concentraciones y observamos que ninguna concentracion fue citotéxica, los
resultados fueron consistentes cuando los confirmamos mediante citometria de flujo,
por lo que la concentracion de péptido utilizada para este trabajo fue segura.
Encontramos un aumento en la sintesis de triglicéridos y colesterol en las célu-
las esteatoticas con respecto al control, evidenciando un aumento de la lipogénesis
de novo a partir de los acidos grasos libres. El tratamiento con el péptido Seq-1
promueve una disminucion de la sintesis tanto de triglicéridos como de colesterol,
reflejada en una disminucion significativa de los mismos en las HepG2 esteatodticas.
La lipogénesis de novo esté regulada principalmente por dos factores de transcrip-
ciéon clave: la proteina de union a elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP1)
y la proteina de unién a elementos reguladores de carbohidratos (CHREBP). La
expresion de SREBP1 aumenta en pacientes con HGNA, debido a que promueve la
expresion de enzimas lipogénicas. Mientras que, CHREBP es el principal regulador
del flujo glucolitico y lipogénico dependiente de carbohidratos [158] [159][50]. Por
otra parte, un factor de transcripciéon que también esta involucrado es SREBP2,
que conduce a una mayor sintesis y acumulaciéon de colesterol en los hepatocitos
[160]. En ese sentido, Caballero report6 un aumento de 3 a 7 veces la expresion de
SREBP2 en pacientes con HGNA comparado con sujetos sanos [161]. Al respecto,
se ha descrito que las terapias peptidicas pueden interferir competitivamente con
los eventos de reconocimiento proteina-proteina y proteina-DNA [162], por lo qué
existe la posibilidad de que el péptido Seq-1 pueda estar inhibiendo la transloca-
cion o la activacion de los factores de transcripcion SREBP1, SREBP2 y CHREBP,
promoviendo la disminucién de triglicéridos y colesterol intracelular. Por otra parte,
observamos una captacion de glucosa aumentada por parte de las células HepG2 es-
teatoticas, mientras que, cuando las células HepG2 esteatoticas fueron tratados con
el péptido Seq-1 la captacion de glucosa disminuyd significativamente. La membrana

celular no es permeable a moléculas polares como la glucosa, por lo que es necesaria
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la participacion de proteinas transportadoras acopladas a la membrana. Los GLUT
transportan glucosa siguiendo su gradiente electroquimico y estan distribuidos dife-
rencialmente en los tejidos. Brevemente, la glucosa se une a la proteina, la direccion
de la membrana del complejo glucosa-proteina se invierte mediante un mecanismo
flip-flop; el aztcar se libera y la proteina se voltea para comenzar un nuevo ciclo.
Las células HepG2 expresan: GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT9 y GLUT10 [163].
En particular, en los hepatocitos, GLUT2 controla la mayor parte de la captacion
de glucosa y se ha informado que la expresion del gen de GLUT2 esta regulada al
alza en el higado de animales obesos y diabéticos y en sujetos humanos [164][165].
Este fendomeno se relaciona con estudios in vitro que sugieren que los écidos grasos
aumentan la gluconeogénesis a través de la estimulacion de enzimas gluconeogénicas
[166]. Estos resultados indican que la esteatosis es una de las causas del aumento de
la expresion del gen GLUT2 hepatico, que puede estar asociado a la gluconeogénesis.
Ademas, la energia liberada en el higado durante la $-oxidacion de los acidos grasos
se utiliza para la sintesis de glucosa. Se ha sugerido que la expresion de GLUT?2
esta regulada en estados de mayor produccion hepatica de glucosa, ya que la ex-
presion de GLUT?2 esta aumentada en el higado de animales deficientes de insulina.
En ese sentido, existe la posibilidad de que el péptido Seq-1 inhiba enzimas clave
en la gluconeogénesis y a su vez al haber menos glucosa o 4cidos grasos se inhiba la
sobreexpresion de GLUT?2 internalizando menos glucosa en comparaciéon con células
esteatoticas.

La EHGNA humana se asocia con el estrés oxidante, que puede determinar la tran-
sicién de la esteatosis simple a la EHNA. De hecho, se sabe que el estrés oxidante
se encuentra aumentado en pacientes con EHGNA [167]. Por lo tanto, la inhibicion
de esta desregulacion es una de las estrategias mas importantes para la intervenciéon
del HGNA [168]|. En ese sentido, el estrés oxidante se ve reflejado por una gran
cantidad de ROS que puede estar relacionado con la disfuncién mitocondrial, ya
que la cadena respiratoria mitocondrial es la principal fuente subcelular de ROS
[169][170][157][171][172][173]. El exceso de ROS da como resultado la produccion de

perdxidos de lipidos, que a su vez pueden exacerbar el estrés oxidante y el dano mi-
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tocondrial. En nuestro modelo in vitro , el tratamiento con acidos grasos induce un
mayor contenido de ROS intracelular. Cabe destacar que la observacion del aumento
de la generacion de ROS después de la acumulacion intracelular de dcidos grasos casi
se mitiga por completo al tratar las células con el péptido Seq-1 por lo que es posible
que el péptido Seq-1 pueda activar un sistema antioxidante para neutralizar las ROS
y otros perdxidos de lipidos. En respuesta a la produccion de ROS, observamos que
los niveles de AST y ALT se elevaron significativamente en el sobrenadante de las
células esteatoticas. AST y ALT son enzimas que participan en la gluconeogénesis
al catalizar la transferencia de grupos amino del acido aspéartico o alanina al acido
cetoglutarico para producir acido oxaloacético y écido pirtavico respectivamente. La
lesion hepatocelular, en este caso producida por la sobreacumulaciéon lipidica es el
desencadenante de la liberacion de estas enzimas en la circulacion. Los niveles de
AST y ALT se correlacionan con la obesidad con un rango de referencia més alto en
individuos con un indice de masa corporal elevado [174]. Después del tratamiento
con el péptido Seq-1, se redujo el dano hepético causado por la esteatosis, reflejado
en la disminucion de la proporcion de AST y ALT en el sobrenadante.

La fibrosis hepética se caracteriza por el deposito excesivo de matriz extracelular, se
desarrolla en un entorno inflamatorio y diversas vias de senalizacion se ven alteradas.
Uno de los procesos fundamentales para el desarrollo de fibrosis es la activacion de
las HSC, que se diferencian a células similares a miofibroblastos secretando cantida-
des importantes de componentes de matriz extracelular. Sin embargo, no es el tnico
proceso involucrado en la fibrogénesis, la transicion epitelio-mesenquima (EMT, por
sus siglas en inglés) es un proceso que conduce a la diferenciacion de las células
epiteliales como las HepG2 en células con un fenotipo similar al mesenquimatoso, en
el cual las células muestran un reordenamiento de la arquitectura del citoesqueleto,
derivado de la regulacion a la baja de las citoqueratinas junto con la regulacion al
alza de las proteinas del citoesqueleto que pertenecen al linaje mesenquimatoso, in-
cluida la vimentina, la proteina especifica de fibroblastos-1, y la a-actina de musculo
liso [175]. Estas remodelaciones del citoesqueleto y de la superficie celular conducen

a la pérdida de la polaridad apical-basal, tipica del fenotipo epitelial, lo que con-

66



duce al aumento de la motilidad que muestran las células mesenquimales [175]. La
inflamacién contribuye significativamente al proceso fibrético, promueve dano en la
membrana basal ocasionando que las células se separen de la capa epitelial y adquie-
ran un fenotipo fibroblastico, produciendo componentes de la matriz extracelular,
como colégeno fibrilar, fibronectina, elastina y tenascina, junto con una variedad de
metaloproteasas de matriz, particularmente MMP-2 y MMP-9 [176][177|[178][179].
Al respecto, la MMP-2 es considerada una MMP profibrogénica, ya que regula la
degradacion de la lamina basal permitiendo su sustitucion por coldgenos fibrilares
durante la fibrogénesis [63]. Ademaés, en modelos fibréticos asi como en enfermedades
humanas, la induccién de expresion y/o actividad de metaloproteinasas se acompa-
na de una expresion elevada de sus inhibidores, especialmente TIMP-1 y TIMP-2
[180][87|. De forma consistente con lo anterior, en nuestro trabajo, los 4cidos grasos
inducen una mayor expresion de ACTA2 y COL1A1 en HepG2 esteatoticas. Ade-
mas de la regulacion positiva observada en los transcritos de ACTA2 y COL1A1,
observamos una sintesis elevada de las proteinas COL1A1, MMP-2 y TIMP-2 en las
HepG2 esteatoticas, sugiriendo que nuestro modelo de esteatosis in vitro induce la
transicion epitelio-mesenquima en células HepG2 esteatoticas contribuyendo signi-
ficativamente al proceso fibrético.

Es destacable que, atin con el estimulo de lipidos, las células HepG2 tratadas con el
péptido Seq-1, presentaron niveles de expresion de COL1A1 y ACTA2 significativa-
mente menores en contraste con las células esteatoticas. Lo mismo ocurrié con las
proteinas COL1A1, MMP-2 y TIMP-2. Podemos sugerir que observamos este efecto
debido a la disminucién de dano hepatico promovido por Seq-1 que se traduce en
una menor producciéon de lipidos, ROS y enzimas reportadas como marcadoras de
dano, pero mas allé de eso, basados en los hallazgos histoldgicos descritos por nuestro
grupo en modelos animales, pensamos que el péptido Seq-1 esté regulando directa-
mente genes asociados con el proceso fibrotico, incluidos aquellos que modulan la
transicion epitelio-mesénquima. Al respecto, las moléculas proinflamatorias que son
liberadas en respuesta al dano, en este caso inducido por los acidos grasos, impul-

san la transicion epitelio-mesénquima. En particular, citocinas inflamatorias como
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TGF-38, TNF-a , 1L-1, 11-6 e IL-8 activan factores de transcripcién como Smads,
NF-x3, STAT3, Snail, Twist y Zeb que promueven la EMT [181]. Especialmente, la
expresion de TGF-( esta asociada con alteraciones morfolégicas como la EMT en
los hepatocitos [182]. De hecho, el aumento de los niveles de TGF-f se relaciona con
la EMT en las células epiteliales biliares antes de la progresion de la fibrosis hepatica
[177]. Ademaés, entre los numerosos mediadores profibrogénicos, TGF-{ se considera
uno de los méas importantes en la fibrosis hepatica. La sobreexpresion de TGF-/ en
el higado induce fibrosis [183], mientras que la interrupcion de su sintesis o via de
senalizacion reduce notablemente la fibrosis en modelos experimentales [184]. En las
HSC, el TGF-f promueve el proceso de activacion, estimulando la sintesis de pro-
teinas de la matriz extracelular e inhibiendo su degradacion [185]. Nuestro estudio
demuestra que la exposicion de las células HepG2 a los acidos grasos inducen un
proceso inflamatorio, reflejado en el aumento de la expresion de RNAm de TGF-£.
De manera interesante, la expresion de TGF-f se reduce significativamente en res-
puesta al tratamiento con Seq-1, regulando a su vez la EMT y la activacion de las
HSC.

La activacion de las HSC, que se refiere a la conversion de HSC de células inacti-
vas a altamente proliferativas y fibrogénicas, es un evento clave de la fibrogénesis
hepética [63][186]. El proceso de activacion se reconoce clasicamente por la modu-
lacion del filamento del citoesqueleto, principalmente la expresion aumentada de los
filamentos a-sma contractiles [187]. En nuestro estudio, encontramos una expresion
significativamente mayor de ACTA2 (gen que codifica para la proteina a-sma) en
HSC humanas cultivadas con el sobrenadante de las células HepG2 esteatoticas en
comparacion con células control, de manera interesante, observamos que, las HSC
cultivadas con el sobrenadante de HepG2 esteatoticas pero tratadas con el péptido
Seq-1 presentan niveles de expresion significativamente menores en contraste con las
HSC cultivadas con el sobrenadante de HepG2 esteatoticas. Otra caracteristica clave
de las HSC activadas es la produccion de grandes cantidades de colageno tipo I, la
proteina de matriz extracelular mas abundante en higados cirroticos [63|[186]. Es de

destacar que los niveles de transcripcion de colédgeno tipo I mostraron un aumen-
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to significativo en HSC tratadas con el sobrenadante de hepatocitos esteatésicos.
En contraste, la estimulacion con el sobrenadante de células HepG2 més el péptido
Seq-1 promovié una disminucién significativa de COL1A1 y TGF-5 en HSC. Estos
datos indican claramente que la acumulacién de lipidos en los hepatocitos induce
la secrecion de factores que aceleran el proceso de activacion de las HSC y que el
péptido Seq-1 regula la expresion y secrecion de estos factores. Finalmente, realiza-
mos un anélisis de los niveles de acidos grasos presentes en el sobrenadante de las
células HepG2 esteatoticas, para confirmar que el oleato/palmitato residual en el
sobrenadante no promueve los efectos profibrogénicos observados en las HSC y no
observamos diferencias significativas entre los tres grupos de estudio, validando que
los efectos observados en las HSC son debidos a factores solubles liberados por las

HepG2 al medio en respuesta al estimulo con acidos grasos.
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Capitulo 8

Conclusion

En conjunto, nuestros resultados confirman que ademas de la inhibicion de la
actividad de CETP llevada a cabo por los anticuerpos neutralizantes generados a
partir del tratamiento intranasal con HB-ATV-8, el péptido Seq-1 reduce la ex-
presion de genes y proteinas directamente involucrados en el proceso fibrético, en
células HepG2 y en HSC, en respuesta a una modulacién de los niveles de lipidos
intracelulares, atenuando el estrés oxidante y en consecuencia reduciendo el dano
hepético. Con fundamento en nuestros resultados, podemos concluir que el péptido
Seq-1 como principio activo de la vacuna HB-ATV-8, ejerce un efecto hepatoprotec-

tor contra procesos fibroticos ( Fig. 8.1).
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Figura 8.1: El péptido Seq-1 como componente activo de la vacuna intranasal HB-
ATV-8 regula negativamente la expresiéon de genes y proteinas asociadas con la

remodelacion de componentes de matriz extracelular reduciendo el proceso fibrético.
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Capitulo 9

Perspectivas

Nuestra comprension sobre la forma en la que el péptido Seq-1 esté involucra-
do en la prevencion del desarrollo y la progresiéon de fibrosis en el higado graso no
alcoholico ha sido evaluada con resultados positivos mediante el anélisis de la expre-
sion de marcadores estandar de fibrosis. Sin embargo, no conocemos el panorama
global sobre los genes y las vias de senalizaciéon que podrian estar siendo regulados
por el péptido Seq-1. Por lo que para abordar nuestras hipotesis sobre el mecanismo
molecular por medio del cual el péptido Seq-1 regula la expresion de genes involu-
crados en el proceso fibrético, es necesario evaluar el efecto del péptido Seq-1 en la
expresion de genes asociados con el proceso fibrotico mediante el uso de tecnologias

de alto rendimiento, que nos permitan realizar un analisis de la regulaciéon génica.
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