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La colangitis biliar primaria (CBP) y la colangitis esclerosante primaria (CEP) son
las dos enfermedades colestdsicas crénicas mas prevalentes. Factores genéticos,
ambientales y enddgenos pueden contribuir al desarrollo de enfermedades hepaticas
colestasicas crénicas, pero la patogenia exacta de la CBP y CEP no esta aclarada. Varios
estudios indican que el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial contribuyen a la
patogenia de estas enfermedades, y es que los acidos biliares son citotdxicos puesto que
son capaces de alterar membranas lipidicas y entre ellas la membrana mitocondrial,
disipando asi el potencial de membrana mitocondrial lo que conduce a un aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS -Reactive Oxygen Species-) y
finalmente la muerte del hepatocito. El 4cido ursodesoxicélico (UDCA -Ursodeoxycholic
acid-) es el tratamiento estandar tanto de la CBP como de la CEP, pero no todos los
pacientes responden adecuadamente a UDCA, por lo que son necesarias nuevas
estrategias terapéuticas.

Methylation-controlled J protein (MCJ), también conocida como DnalC15, es una
proteina transmembrana localizada en la membrana interna mitocondrial, y uno de los
primeros inhibidores naturales de la actividad del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial por su interaccidn proteina-proteina. Su ausencia ha demostrado un
aumento en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, sin aumentar la
produccién de ROS. Bajo condiciones fisioldgicas, la pérdida de expresién de MCJ en
ratones no afecta a su supervivencia ni causa alteraciones en su fenotipo. Sin embargo,
en condiciones metabdlicas alteradas, la deficiencia de MCJ impide la acumulacién de
productos téxicos a nivel hepatico, lo que sugiere que podria modular la lesiéon hepatica
ante determinados hepatotdxicos como los acidos biliares.

En este estudio, mostramos que el daio hepatico por colestasis progresa a través
de la participacion esencial de MCJ tanto en los estudios in vivo como in vitro. La pérdida
de MCJ protege a los hepatocitos de la despolarizacién de la membrana mitocondrial, la
sobreproduccién de ROS y de la deplecion de ATP consecuencia de la toxicidad por
acidos biliares, lo que conduce a una menor muerte hepatocitaria. Ademas, la inhibicién
in vivo de la expresidn de esta proteina mediante el tratamiento con el siRNA (small
interfering RNA) especifico de MCJ reduce el dafio hepatico por acidos biliares. También
mostramos niveles hepaticos altos de MCJ en pacientes con CBP y CEP comparados con
tejido hepatico normal. Por tanto, sugerimos que MCJ podria representar una diana
terapéutica para prevenir y tratar el dafio hepdtico causado por colestasis.
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2.1 COLANGITIS BILIAR PRIMARIA'Y COLANGITIS ESCLEROSANTE PRIMARIA

Las enfermedades colestdsicas crénicas del adulto son enfermedades hepaticas
raras caracterizadas por una inflamacion crénica de las vias biliares intrahepdticas y
extrahepaticas, y que progresan eventualmente hasta producir una cirrosis hepatica,
fallo hepatico y muerte. Dentro de las enfermedades colestdsicas cronicas las mas
frecuentes son la colangitis biliar primaria (CBP) y la colangitis esclerosante primaria
(CEP). La CBP se caracteriza por una colangitis cronica alrededor de los conductos biliares
de pequeno y mediano calibre; y la CEP por una inflamacion y fibrosis concéntrica de las
vias biliares intrahepdticas de mediano y gran calibre, y también de las vias
extrahepaticas.

Tanto en la CBP como la CEP, la lesién de los conductos biliares es mediada por
el sistema inmune provocando un dano necroinflamatorio, y evoluciona a una
enfermedad con manifestaciones colestdsicas consecuencia de la colestasis, ductopenia
y la fibrosis biliar progresiva. Estas diferentes etapas de la enfermedad, una etapa inicial
con inflamacién y una etapa posterior con colestasis y fibrosis, podrian necesitar
diferentes tratamientos médicos. Sin embargo, para poder aplicar este enfoque mas
personalizado, es necesario un mejor conocimiento de la patogenia y caracterizacién de
la gravedad de la afectacién hepatica.

2.1.1 Epidemiologia

La epidemiologia de la CBP es dificil de establecer con precisiéon. La CBP es una
enfermedad rara pero distribuida por todo el mundo y con una prevalencia variable
segln la geografia, sugiriendo un posible papel de desencadenantes ambientales en el
desarrollo de la enfermedad. En Europa, la incidencia y prevalencia estimada de CBP es
de 0,3-5,8 casos/100.000 habitantes por afio y 1,9-40,2 casos/100.000 habitantes,
respectivamente, y ambas han aumentado con el tiempo (1,2). La mayor prevalencia es
probablemente atribuida a una mayor deteccién de casos silentes y asintomaticos como
consecuencia del mayor reconocimiento de la patologia y de la mejora de las técnicas
diagndsticas, y a una mayor supervivencia después de la introduccién del tratamiento
con acido ursodeoxicélico (UDCA). La enfermedad es predominantemente femenina,
con un ratio mujer/hombre de 10/1, aunque datos recientes sugieren un incremento en
la prevalencia masculina (3).

La CEP también se ajusta a la definicién de enfermedad rara, afectando a menos
de 200.000 personas en los Estados Unidos y menos 5 de cada 10.000 habitantes en
Europa. Varios estudios epidemioldgicos en Europa han mostrado una incidencia de 0,4-
2 casos/100.000 habitantes por afio y una prevalencia en torno a 10 casos/100.000
habitantes (4,5). Al igual que la CBP, la incidencia de CEP se esta incrementando (6),
aungue parece que no lo explica un diagndstico mds temprano puesto que las
caracteristicas clinicas de los pacientes recién diagnosticados parecen estables a lo largo
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del tiempo, por lo que puede ser debido a una mayor exposicion a factores
desencadenantes. A diferencia de la CBP, es mas frecuente en hombres, con un ratio
hombre/mujer de aproximadamente 2/1. Ademas, un dato caracteristico de la CEP es
que hasta en un 70% de los pacientes presentan una enfermedad inflamatorio intestinal,
gue en la mayoria de los casos se trata de una colitis ulcerosa.

2.1.2 Etiopatogenia

Tanto en la CBP como en la CEP se produce una lesidon necroinflamatoria de los
conductos biliares, los conductos de pequeifo y mediano calibre en la CBP y los
conductos de mediano y gran calibre en la CEP. Esta lesién biliar continuada produce la
interrupcion de la secrecion biliar y la destruccion de los conductos, con la acumulacién
progresiva en los hepatocitos de sustancias téxicas, como ciertos acidos biliares, que
contribuyen a la lesién del parénquima hepdtico. Los mecanismos celulares y
moleculares implicados en el desarrollo de las enfermedades hepaticas colestasicas no
se conocen; sin embargo, la acumulacidn excesiva intrahepatica de acidos biliares juega
un papel esencial en el dafio hepatico de estas patologias. De los mecanismos de
toxicidad por acidos biliares trataré mas adelante, en este apartado me centraré en las
causa o desencadenantes de la lesién inicial de los conductos biliares.

Se considera que la lesién inicial se produce por mecanismos inmunoldgicos
debido a una pérdida de la inmunotolerancia (7), por lo que ambas enfermedades
hepaticas son consideradas enfermedades de caracter autoinmune. Aunque sus
etiologias siguen siendo en gran medida desconocidas, la exposicién a factores
ambientales, que podrian conducir a la descomposicion de la tolerancia inmune, junto
con una predisposicion genética parece lo mas plausible. Datos provenientes de
estudios de asociacién del genoma (GWAS) han observado una fuerte asociacion de
estas enfermedades con genes derivados de los antigenos del sistema de
histocompatibilidad (HLA) y loci no-HLA que codifican citoquinas, interferén y vias de
regulacion inmune (8—-11).

De las dos principales enfermedades hepaticas colestasicas, la CBP se clasifica
mejor como una enfermedad autoinmune debido a su predominio en mujeres, la
asociacién con otras enfermedades de fondo autoinmune y por su relacién con los
anticuerpos antimitocondriales (AMA) M2. Estos AMA se dirigen contra una familia de
enzimas mitocondriales, los complejos de 2-oxo-acido deshidrogenasa, que incluyen
piruvato deshidrogenasa, 2-oxo-acido deshidrogenasa de cadena ramificada y acido 2-
oxo-glutdrico deshidrogenasa, y podrian originarse por mimetismo molecular (12). La
expresion de estas proteinas es particularmente alta en las células epiteliales biliares, lo
que explica la predileccién de los AMAs por los conductos biliares de pequeio y mediano
calibre en la CBP. Los AMAs aparecen antes de producirse la enfermedad hepadtica, lo
qgue indica que la pérdida de tolerancia al autoantigeno mitocondrial es un hecho
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temprano y podria ser independiente del desarrollo de enfermedad hepatica. El papel
de los factores ambientales estd ampliamente demostrado en el desarrollo de la
autoinmunidad, y en el caso de la CBP se ha observado la presencia de reactividad
cruzada entre AMA vy ciertas bacterias gramnegativas y micobacterias (13). Otros
factores descritos como posibles desencadenantes son los virus y compuestos quimicos
(14,15).

Por su parte, la CEP también apunta hacia la autoinmunidad consecuencia de su
fuerte asociacién genética con HLA observada en los analisis GWAS (16,17), asi como
por su asociacidn con otras enfermedades autoinmunes. Hasta la fecha, no se han
identificado factores ambientales definitivos causantes de la enfermedad. Un
mecanismo hipotético de desarrollo de CEP es la exposicién microbiana en el arbol biliar
ante una enfermedad infecciosa directa o por traslocacién de la flora microbiana
intestinal, con pérdida de la tolerancia inmune, que generaria una activaciéon del sistema
inmune desproporcionada y la inflamacidn del arbol biliar (18). El papel del microbioma
intestinal en el desarrollo de CEP se pone de manifiesto por su fuerte asociacién con la
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), donde existe una disbiosis y alteracién de la
permeabilidad intestinal. Por lo tanto, el fracaso de la funcién de la barrera intestinal,
gue permite que productos bacterianos alcancen el higado, puede vincular la Ell y |la CEP.
Ademas, las células inmunes activas en el intestino podrian migran a los conductos
biliares y desencadenar o contribuir a la lesién de los conductos biliares (19).

2.1.3 Historia natural y prondstico

Aunque la CBP suele progresar de forma lenta y las manifestaciones clinicas
pueden permanecer invariables durante afos; la CBP se caracteriza por una
heterogeneidad en cuanto a su presentacion, sintomatologia, progresién, y respuesta al
tratamiento médico. La progresion de la enfermedad implica el desarrollo de fibrosis,
ductopenia y hepatitis de la interfase, y es en las fases finales de la enfermedad cuando
esta progresidn se acelera y aparecen las manifestaciones de la hipertensién portal (20).
Antes del uso del UDCA, la supervivencia a 10 afios de aquellos pacientes asintomaticos
era del 50 al 70% y ésta empeoraba en pacientes sintomaticos siendo su mediana de
supervivencia era de 6 a 8 afios. Desde la introduccion del UDCA, la historia natural de
la enfermedad ha cambiado sustancialmente. En una cohorte internacional de mas de
4.000 pacientes, la probabilidad de supervivencia libre de trasplante hepatico en los
pacientes tratados con UDCA fue del 90% a los 5 afos, 78% a los 10 afos, y 66% a los 15
afios, comparado con un 79% a los 5 afios, 59% a los 10 afios, y 32% a los 15 afios en los
pacientes no tratados (21). Pero, a pesar del tratamiento con UDCA, la CBP puede seguir
siendo una enfermedad progresiva, con riesgo de desarrollo de complicaciones
relacionadas con el higado y muerte. Por ello, todo paciente diagnosticado de CBP debe
ser evaluado para la estadificacion del grado de afectacién hepdtica y del riesgo de
progresion de la enfermedad.
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Los tres factores principales para determinar el grado de afectacidon hepatica y el
prondstico de los pacientes son las caracteristicas histoldgicas hepdticas, los niveles de
bilirrubina y albimina, y la respuesta bioquimica a la terapia con UDCA. En cuanto a la
biopsia hepatica, la presencia de un estadio histoldgico avanzado (la fibrosis en puentes
y cirrosis) nos indica un peor prondstico (22); pero dada sus limitaciones, por su caracter
invasivo y la variabilidad de muestreo, y la alta sensibilidad de los marcadores
seroldgicos para el diagndstico de CBP, la biopsia hepatica actualmente no es necesaria
excepto en caso de duda diagndstica o sospecha de solapamiento con hepatitis
autoinmune. Los niveles de bilirrubina y albumina se alteran en fases tardias de la CBP,
por lo que no son marcadores realistas en estadificar el prondstico en los pacientes en
fases iniciales de la enfermedad, sino mas bien en identificar a pacientes con una
enfermedad avanzada (21). La respuesta bioquimica a UDCA es un predictor importante
del prondstico, pero existen varias definiciones de respuesta bioquimica basados en
criterios dicotdmicos (especialmente la fosfatasa alcalina y la bilirrubina) que no tienen
en cuenta variables prondsticas importantes como los marcadores del estadio de la
enfermedad (23-26). Consecuencia de los inconvenientes de estos factores, se han
estudiado marcadores no invasivos para determinar el grado de fibrosis hepatica y, por
ende, el prondstico de la enfermedad hepdtica. En esta linea, se han evaluado
numerosos biomarcadores séricos, principalmente en la hepatitis crénica por VHC y en
la esteatohepatitis no alcohdlica, lo que nos indica que no hay uno ideal. La medida de
la rigidez hepatica mediante elastografia de transicién (FibroScan®) ha demostrado ser
uno de los mejores marcadores subrogados para la deteccion de fibrosis avanzada en
pacientes con CBP, identificando con una sensibilidad y especificidad mayor del 90% a
pacientes con una fibrosis avanzada ante un valor > 10,7 kPa (27); no obstante, esta
prueba puede ser menos precisa cuando hay una intensa colestasis, ademas de las
limitaciones ocasionadas por ciertas caracteristicas anatémicas de los sujetos.

La historia natural de la CEP es progresiva y altamente variable al igual que la
CBP. A diferencia de ésta, la fosfatasa alcalina y la bilirrubina en la CEP tienen un curso
fluctuante impredecible donde las elevaciones transitorias pueden ser causadas por
colangitis, cdlculos biliares o estenosis dominantes, lo que dificulta la evaluacion del
estadio de la enfermedad, el prondstico y la respuesta a UDCA. Ademads, para el
diagnéstico de CEP no existen autoanticuerpos especificos. Los anticuerpos
citoplasmaticos anti-neutrofilos perinucleares (p-ANCA) atipicos son positivos en el 26-
94% de los pacientes con CEP, pero no son especificos ni reflejan el prondstico de la
enfermedad (28,29). Al igual que ocurre en la CBP, la biopsia hepatica en la CEP se ha
abandonado tanto por su naturaleza invasiva como por la variabilidad de muestreo; y la
elastografia de transicion ha demostrado una buena correlacidn con el grado de fibrosis
hepatica en la CEP (30), siendo la colestasis un factor de confusién en la medicién de la
rigidez hepatica. En definitiva, tanto para la CBP como para la CEP, son necesarios
nuevos marcadores no invasivos que nos ayuden a caracterizar adecuadamente a los
pacientes.
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2.1.4 Tratamiento

Como ya mencioné anteriormente, la inflamacidn de las vias biliares conduce a
la colestasis, con la retencién intracelular de &acidos biliares. Los acidos biliares
hidrofébicos pueden ser dafiinos especialmente cuando se encuentran en altas
concentraciones; asi, si dicha colestasis no se trata, puede provocar la destruccién del
conducto biliar y daiar a los hepatocitos, dando lugar a fibrosis y, en ultima instancia,
cirrosis e insuficiencia hepatica. Por este motivo, los tratamientos especificos de estas
enfermedades hepaticas estan orientados a atenuar la inflamacion de las vias biliares y,
especialmente, a reducir la toxicidad de los acidos biliares.

Sélo dos farmacos estan aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)
para el tratamiento de la CBP: el acido ursodeoxicdlico (UDCA), como terapia de primera
linea, y el acido obeticdlico (OCA), para pacientes intolerantes o no respondedores a
UDCA. Aproximadamente un 40% de los pacientes con CBP no responden a UDCA, y sélo
la mitad de éstos responden a OCA (31). Son estos pacientes no respondedores al
tratamiento con UDCA y OCA los que estan en riesgo de progresion a cirrosis. Cuando
no se consigue detener el curso de la enfermedad, el tratamiento final es el trasplante
hepatico. Por otro lado, ningiin fdrmaco ha demostrado prolongar la supervivencia libre
de trasplante en la CEP, por lo que no hay una terapia médica aprobada para ella e
invariablemente progresa a cirrosis biliar, siendo el trasplante hepatico el Unico
tratamiento definitivo. Ademas, los pacientes con CEP pueden desarrollar estenosis
dominantes y colangitis bacterianas, ademds de tener un mayor riesgo de tumores
malignos. Claramente es necesario la identificacion de nuevas terapias efectivas que
eviten la progresion de la enfermedad hepdtica colestasica y sus consecuencias. A
continuacion, resumiré las terapias médicas aprobadas para la CBP y las terapias nuevas
bajo investigacion.

2.1.4.1 Terapias aprobadas
a) Acido Ursodeoxicélico (UDCA)

El UDCA es un acido biliar hidrofilico componente fisioldgico de la bilis, pero sélo
forma el 4% del total de los acidos biliares enddgenos. Los beneficios del tratamiento
con UDCA son debidos a los siguientes mecanismos: i) estimulacién en los colangiocitos
de la secrecién de bicarbonato, aumentando el pH y desplazando a los acidos biliares
hacia una forma ionizada menos citotéxica (32); ii) reduccidon de la toxicidad biliar al
aumentar el ratio hidrofilico de los acidos biliares; iii) accién anti-inflamatoria
relacionada con su actividad agonista del receptor de glucocorticoides, receptor nuclear
gue regula las respuestas inflamatorias e inmunes (33) ; v, iv) accidn anti-apoptético al
reducir la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial y disminuir la liberacién
de citocromo c (34,35).

Este farmaco ha demostrado mejorar la bioquimica hepatica, retrasar la
progresiéon histoldgica, retrasar el desarrollo de varices esofagicas, y alargar la
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supervivencia. A pesar de presentar un marcado impacto en los resultados clinicos, el
tratamiento con UDCA tiene menor eficacia en pacientes con una enfermedad mas
avanzada, y hasta el 40% de los pacientes tienen una respuesta insuficiente.

b) Acido obeticélico (OCA)

Acido biliar sintético derivado del acido quenodesoxicdlico, el ligando natural del
receptor nuclear farnesoide X (FXR), con cien veces su potencia actuando como un
fuerte agonista de FXR (36). FXR es un receptor nuclear de hormonas que se expresa en
una amplia variedad de células, principalmente en los enterocitos, hepatocitos y epitelio
biliar, y los acidos biliares son sus ligandos enddgenos, regulando su sintesis y
almacenamiento. En el ileon terminal, lo acidos biliares se reabsorben y se unen a FXR,
gue tiene una serie de genes diana como el factor de crecimiento de fibroblastos 19
(FGF-19). Esta hormona es secretada a la circulacion portal y a nivel hepatico se une a
su receptor inhibiendo la expresion del citocromo P450 7A1l1-hidroxilasa (CYP7A1),
enzima limitante de la velocidad para la conversién de colesterol en acidos biliares (37).
Ademas, la activacion de FXR modula la expresién de transportadores especificos de
acidos biliares, disminuyendo el transportador intestinal de acidos biliares ASBT, los
transportadores de captacién hepdtica NTCP y OATP, e induciendo la expresion de los
transportadores de salida hepdtica BSEP (bile salt export pump), MRP2 (multidrug
resistantance -associated protein 2) y MDR3 (multidrug resistant protein 3) en la luz
canalicular (38,39). FXR también regula el metabolismo lipidico y la gluconeogénesis, asi
como las vias de inflamacién y fibrosis (40).

OCA ha demostrado efectos anticolestdsicos, antiinflamatorios y antifibréticos
en los estudios preclinicos y clinicos (36,41). Este agente, generalmente asociado al
tratamiento con UDCA, tiene efectos favorables sobre los indicadores bioquimicos de
colestasis, asi como sobre otros de inflamacidn, pero todavia no hay evidencias sobre el
efecto a largo plazo y sobre si reduce la progresion de la enfermedad en cuanto a la
fibrosis (31,42). La monoterapia con OCA también ha mostrado resultados similares (43).
No se han descrito efectos adversos graves, pero debe tenerse en cuenta que este
tratamiento induce prurito e hiperlipidemia.

2.1.4.2 Terapias en investigacion
a) Agonistas FXR:

Ademas de OCA, otros agonistas de FXR (LIN-452, GS-9674 y EDP-305) se estan
investigando como posibles terapias para las enfermedades colestasicas. Actualmente
estan en ensayos clinicos en fase Il para CBP (44).

b) Andlogos FGF-19:

FGF-19 es una hormona endocrina liberada en el ileon implicada en la regulacién
del metabolismo de acidos biliares, lipidos y carbohidratos (45). Como mencioné antes,
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la estimulacion de la expresion de FGF-19 resulta directamente de la activacion de FXR,
y conduce a la disminuciéon de CYP7A1. Un andlogo sintético de FGF-19, NGM282, ha
demostrado disminuir los parametros bioquimicos de colestasis en un ensayo fase Il
(46).

c) Agonistas PPAR:

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son
receptores nucleares con tres isoformas: a, y, 6. Estas tres isoformas presentan
diferentes efectos. PPARa juega un papel central en el metabolismo lipidico; PPARy
regula la diferenciacién de adipocitos, el almacenamiento de acidos grasos y el
metabolismo glucidico; y, PPARS reduce la expresién de mediadores inflamatorios y
moléculas de adhesion (47).

Los agonistas de PPARs presentan muchos efectos que podrian ser beneficiosos
para las enfermedades colestasicas. Estos inducen expresién de MDR3 (MDR2 en ratén)
promoviendo la excrecion de fosfatidilcolina en la bilis y reduciendo asi la citotoxicidad
de las sales biliares; disminuyen la expresion de los transportadores NTCP y ASBT; y
suprimen la transcripcion de NF-kB interfiriendo con las vias inflamatorias. Ademas, la
actividad en PPARS activa PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha), el cual aumenta la actividad de FXR (48). El bezafibrato (agonista
PPARa-y- 6), fenofibrato (agonista PPARa), elafibranor (agonista PPARa-y) y seladelpar
(agonista PPARS) han mostrado mejoria en la bioquimica hepdtica y estan actualmente
en ensayos clinicos fases llI-11l (49-51).

d) Agonistas PXR:

El receptor de pregnano X (PXR) es un receptor nuclear que regula la expresién
de proteinas involucradas en la desintoxicacion y el metabolismo de acidos biliares y
otras toxinas. PXR regula la expresiéon de CYP3A4, que juega un papel importante en la
desintoxicacion de los acidos biliares, y disminuye la sintesis de acidos biliares a través
de CYP7A1 (48). Gran cantidad de ligandos enddgenos y exdgenos activan los PXR
incluyendo los esteroides. Por este motivo los glucocorticoides podrian mejorar la
bioquimica y la histologia hepatica pero no se recomiendan por sus efectos secundarios.
Sin embargo, la budesonida, un esteroide sintético con un alto metabolismo hepatico
de primer paso, limita estos efectos secundarios sistémicos. Existen pocos estudios
evaluando el uso de budesénida en CBP y no hay datos que sustenten un efecto claro
sobre la progresién histoldgica de la enfermedad (52). En la CEP no se ha encontrado
beneficio (53).
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2.2 PAPEL DE LOS ACIDOS BILIARES EN LAS ENFERMEDADES HEPATICAS COLESTASICAS

La patogenia de la enfermedad hepatica colestasica la podemos dividir en dos
fases: a) fase inflamatoria temprana, caracterizada por inflamacion de conductos
biliares, y que es pobre en sintomas pudiendo pasar inadvertida; y, b) fase posterior de
hepatotoxicidad por dacidos biliares, que contribuye a la lesion en el parénquima
hepatico (54). En este apartado trataré los mecanismos de esta segunda fase, la
toxicidad de los acidos biliares.

2.2.1 Importancia de los acidos biliares

Los acidos biliares son los principales solutos organicos de la bilis, y actian como
detergentes para facilitar la absorcién intestinal de lipidos y la eliminacion del exceso de
colesterol y otros compuestos endégenos como la bilirrubina y hormonas. Por otra
parte, la bilis es una ruta importante de eliminacién de toxinas ambientales,
carcinégenos y drogas.

Los 4cidos biliares se sintetizan en el hepatocito, a través de una serie de
reacciones llevadas a cabo por citocromos P450, siendo la enzima colesterol 7a-
hidroxilasa (CYP7A1) la enzima limitante de la velocidad en la sintesis de acidos biliares.
A través de los conductos biliares, son secretados al intestino delgado durante la
digestion. Alrededor del 95% de los acidos biliares son posteriormente reabsorbidos por
el epitelio intestinal y, a través de la circulacién portal, llegan a los hepatocitos donde
son re-conjugados y re-secretados al flujo biliar, completando asi la circulacién
enterohepdtica (55). Dicha circulacion enterohepatica estd regulada a diferentes
niveles. Los receptores nucleares FXR son una parte clave del metabolismo de los acidos
biliares. De hecho, FXR actia como un sensor de los niveles de acidos biliares y controla
su homeostasis regulando la expresién coordinada de genes claves en su metabolismo
y transporte tanto en el higado como en el intestino (Fig. 2.1). En el intestino, la union
de los acidos biliares a FXR estimula la transcripcién y la sintesis de FGF19 (FGF 15 en
ratén), que a través de la circulacién portal llega al higado donde se une al fibroblast
growth factor receptor 4 (FGFR4) inhibiendo la biosintesis de acidos biliares mediante la
supresion de la expresion de CYP7A1 a través de una via dependiente de quinasas c-Jun
N-terminal (JNKs). A nivel hepatico, la activacién de FXR por los acidos biliares induce la
transcripcion de un receptor nuclear, small heterodimer partner (SHP), el cual produce
la supresion transcripcional del gen CYP7A1 disminuyendo asi la biosintesis de acidos
biliares (48). Finalmente, los acidos biliares monovalentes se excretan en el canaliculo
biliar a través de BSEP, mientras que los acidos biliares divalentes y los conjugados
aniodnicos se excretan mediante MRP2, y los fosfolipidos por MDR3 (en ratones llamado
MDR2); dichos trasportadores del canaliculo biliar se ven inducidos por FXR. En la
colestasis, esta circulacidon enterohepatica es interrumpida y los acidos biliares se
acumulan dentro del higado. La acumulaciéon de acidos biliares téxicos es un evento
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importante en la patogenia de la enfermedad colestasica hepatica y la principal causa
de dafio hepatico en estas enfermedades (56).
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Figura 2.1 Regulacion de la circulacion enterohepatica.

2.2.2 Citotoxicidad de los acidos biliares

Los acidos biliares son moléculas anfipaticas que se asocian en solucidon acuosa
para formar micelas. Al igual que los detergentes clasicos, los acidos biliares en forma
micelar pueden alterar las membranas celulares. Del mismo modo, los acidos biliares
monoméricos no micelares pueden interactuar con las membranas y las partes
hidrofdbicas de las proteinas interfiriendo en su funcion. Un efecto neutralizante de esta
citotoxicidad inherente de los acidos biliares es su conjugacion con fosfolipidos y
colesterol, los cuales son liberados a la luz canalicular, formando micelas mixtas y
anulando asi la accion detergente de estos acidos (57,58). Pero en la colestasis este
efecto se ve sobrepasado.

Después de la lesion inmunomediada de los conductos biliares, los acidos biliares
se filtran hacia el estroma circulante. Mientras que los acidos biliares hidrofdbicos
pueden inducir la apoptosis en los hepatocitos, los hidréfilos potencian el adenosin
monofosfato ciclico (cCAMP) activando asi las rutas mitogen-activated protein kinase
(MAPK) y phosphoinositide 3-kinase (P13K) para proteger a los hepatocitos de la muerte
celular (59). Particularmente, concentraciones altas de acidos biliares como litocdlico
(LCA), desoxicdlico (DCA), guenodesoxicdlico (CDCA), glicoquenodesoxicdlico (GCDCA) y
tauroquenodesoxicolico (TCDCA) muestran efectos hepatotdxicos. Este efecto toxico
varia dependiendo de la concentracion de acidos biliares. A partir de experimentos in
vitro se puede deducir que los acidos biliares a concentraciones de 15-25 UM actuan
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como moléculas de senalizacion, a 50-200 uM pueden causar apoptosis, a 200 uM
activan genes proinflamatorios, a 200-2000 uM inducen necrosis, y por encima de 2000
MM actian como detergentes y causan necrosis (60—62). Por lo tanto, la necrosis es el
principal mecanismo de muerte celular en la colestasis severa, y la apoptosis en la
colestasis mas leve.

Aunque se sabe que los acidos biliares hidrofébicos inducen lesiones en los
hepatocitos, los mecanismos implicados en esta toxicidad no estan claros. Diversos
estudios indican que la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo son los mecanismos
principales del daifo hepatico por colestasis (63—65).

2.2.3 Alteracidn de la funcién mitocondrial por acidos biliares

La mitocondria es la principal fuente de energia en los hepatocitos y desempefia
un papel importante en el metabolismo oxidativo y el normal funcionamiento del
higado, incluyendo la oxidacién de los acidos grasos, la regulacién de la viabilidad celular
y la muerte, y la generacion de ATP por la fosforilaciéon oxidativa. EI ATP producido en
las mitocondrias se genera a través de la cadena de transporte de electrones (CTE), que
estd formada por subunidades de complejos (complejos |, II, I, IV y V -complejo ATP
sintasa-) (Fig. 2.2). El transporte de electrones por los diferentes complejos y la
generacioén del potencial de membrana mitocondrial son claves para la sintesis de ATP
por la mitocondrial. Algunos electrones pueden escapar en este paso entre complejos y
conducir a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como un subproducto.
Los complejos I, lll y IV de la CTE pueden asociarse dando lugar a supercomplejos
respiratorios con una actividad intensificada del complejo | y un menor riesgo de pérdida
de electrones y, por lo tanto, una menor producciéon ROS.
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Figura 2.3 Cadena de transporte de electrones mitocondrial. Se encuentra en la membrana interna
mitocondrial y estd formada por cinco complejos multienzimdticos y dos transportadores de
electrones maviles (coencima Q y citocromo C). El transporte de electrones genera energia que es
utilizada para transportar protones de la matriz al espacio intermembrana, dando lugar a un gradiente
de protones que es utilizado por el complejo V para generar ATP. Los electrones finalmente son
aceptados por el oxigeno, que se combina con protones para formar agua.
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Alteraciones en la funcién mitocondrial se han documentado en una gran
variedad de enfermedades hepdaticas como el daifo hepatico inducido por drogas (DILI)
(66), la enfermedad hepdatica grasa no alcohdlica (NAFLD) (67), la enfermedad hepatica
alcohdlica (68) y las enfermedades hepaticas colestdsicas (69). En cuanto a la colestasis
hepatica, varios estudios han demostrado que las mitocondrias son organelas relevantes
en su fisiopatologia, participando en varios pasos de la progresién de esta patologia
hepatica (70-72). Se ha observado una reduccién en la funcién mitocondrial general
durante la colestasis experimental, lo que se asocia con una disminucién del
metabolismo oxidativo y de la sintesis de ATP y sobreproduccion de ROS.

Los mecanismos especificos implicados en el inicio y desarrollo de la disfuncién
mitocondrial por la acumulacién de &acidos biliares aun son controvertidos. A
continuacion, comentaré los principales mecanismos por los cuales los acidos biliares
causan disfuncidon mitocondrial (Fig 2.3).

COLESTASIS
VCTE —— ATP

4 ROS » T Citoquinas

proinflamatorias .
Necrosis y

J GSH apoptosis —> Fibrosis —> Cirrosis — Céncer
hepatocelular
1 Fas / TRAIL-R2

J PGC-10. / NRF-1 / TFAM
J

Figura 2.3 Mecanismos de disfuncién mitocondrial en la colestasis.

2.2.3.1 Alteracion de la actividad de la cadena de transporte de electrones

La acumulacion de acidos biliares afecta negativamente a la funcién mitocondrial
al afectar directamente a la actividad de los diferentes complejos enzimaticos de la CTE.
La actividad del complejo | y Il en mitocondrias aisladas de ratas se vieron afectadas en
presencia de menos de 100 uM de DCA, CDCA o LCA, y el complejo IV también se inhibid
por acidos biliares pero con mayores concentraciones (63). También varios estudios han
mostrado un descenso en el consumo de oxigeno y en la sintesis de ATP, parametros
respiratorios mitocondriales, en respuesta a la obstruccion biliar (73,74). Por el
contrario, otro estudio no mostré cambios en la actividad del complejo IV y V en
colestasis frente a ratas control (75). La inhibicién de complejos de la CTE supondria,
ademas de la deplecion de ATP, la formacion de radicales superéxidos y otros ROS
debido a la fuga de electrones de la cadena.

2.2.3.2 Despolarizacion de la membrana mitocondrial

Parte de los efectos adversos de los acidos biliares en la mitocondria pueden
deberse a la perturbacién de la composicidon de la membrana mitocondrial consecuencia
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de su hidrofobicidad; de hecho, se ha observado que CDCA y LCA pueden incorporarse
en la membrana mitocondrial y reducir su contenido en fosfolipidos alterando asi su
permeabilidad y el potencial de membrana (63). Ademas, se ha demostrado que CDCA
produce directamente la apertura de poros de transicién de permeabilidad mitocondrial
(MPTP, mitochondrial permeability transition pore) lo que conlleva a la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, la reduccion de la fosforilacion oxidativa, la
generaciéon de ROS, y la liberacién de factores proapoptoticos al citosol (76). Otros
acidos biliares hidrofébicos son igualmente capaces de causar MPTP y despolarizacion
de membrana mitocondrial en mitocondrias aisladas (64). Se crea asi un vinculo directo
entre los acidos biliares y la apoptosis mediada por mitocondrias.

2.2.3.3 Disminucion de la defensa antioxidante

Acabamos de ver como los acidos biliares promueven la generacién de ROS a
través de su efecto sobre los complejos de la CTE y la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, pero ademas los 4cidos biliares estimulan el dafio oxidativo al mermar las
defensas antioxidantes.

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre los agentes oxidantes y los agentes
antioxidantes a favor de los formadores. El glutatiéon (GSH) es uno de los agentes
antioxidantes mas importantes que ademads de proteger frente al estrés oxidativo,
regula la muerte celular y las respuestas inflamatorias y fibréticas (77). Se ha
demostrado que la expresion hepatica de enzimas de la biosintesis del GSH y los niveles
de GSH estan disminuidos en ratones con ligadura del conducto biliar (78,79), lo que
parece deberse a la induccidn de proteinas Maf por acidos biliares téxicos que desplazan
al factor de transcripcion nuclear que regula la expresion de genes de las enzimas de
biosintesis del GSH, el factor nuclear erythroid derived 2 like 2 (Nrf2) (79).

2.2.3.4 Estimulacién de receptores de muerte

Una caracteristica del dafio hepatico por colestasis es la apoptosis de hepatocitos
y colangiocitos. Durante la progresion de la colestasis, probablemente multiples
mecanismos de apoptosis estén actuando de forma sincrdnica para promover la muerte
celular en el parénquima hepatico. Altas concentraciones de acidos biliares toxicos en el
higado pueden inducir diversos mecanismos de necrosis y apoptosis tanto por su accién
detergente, ya mencionado anteriormente, como con independencia a ella.

Los acidos biliares son inductores directos de la apoptosis en hepatocitos a través
de la activacidn de los receptores de muerte Fas y TRAIL-R2/DR5. Los acidos biliares
estimulan la expresién de Fas y TRAIL-R2 y su oligomerizacién independientemente de
sus ligandos, provocando la activacion de proteasas. Ademas, el aumento de expresién
de Fas y TRAIL-R2 sensibiliza al hepatocito a sus ligandos, Fas-L y TRAIL (80,81). Otro
mecanismo de apoptosis mas alld de la lesion mediada por 4acidos biliares es la
sobreexpresién de TNFa, inducida por el estrés oxidativo, y su interconexién con los
receptores TNFR1 y TNFR2 para activar la via de las caspasas (82).
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2.2.3.5 Alteracion de la biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial implica la sintesis, importacidén e incorporacién de
proteinas y lipidos a las mitocondrias existentes, asi como la replicacion del ADN
mitocondrial (ADNmt). Este proceso requiere una interaccién compleja entre el genoma
nuclear y el mitocondrial. Peroxisome proliferator activated receptor g coactivator la
(PGC-1 a) es uno de los reguladores clave del metabolismo energético celular que
estimula la biogénesis mitocondrial a través de la activacidon del nuclear respiratory
factor 1 (NRF-1). PGC-1 a y NRF-1 son los principales factores transcripcionales que
regulan la expresién coordinada de proteinas mitocondriales codificadas en el ADN
nuclear, tal como el mitochondrial transcription factor A (TFAM). TFAM es responsable
del mantenimiento del nimero de copias del ADNmt y activa y regula la transcripcién y
replicacion del ADNmt. Por lo tanto, la deficiencia energética deberia activar la
biogénesis mitocondrial a través de PGC-1 a y NRF-1.

En estudios con modelos animales de dafo hepatico por colestasis se ha
observado un descenso en la biogénesis mitocondrial (71). PGC-1 a y NRF-1
descendieron en ratas con ligadura del conducto biliar y NRF-1 no se activo
transcripcionalmente. En este mismo estudio los niveles de TFAM aumentaron
transitoriamente en fases iniciales para descender posteriormente de manera marcada
(72).

2.2.4 Estrés oxidativo en la colestasis

El estrés oxidativo es una caracteristica comun de la colestasis obstructiva y la
colangitis biliar primaria, y se ha relacionado con la progresién de la lesién hepatica por
colestasis (83,84). Dado que la mitocondria es el lugar principal de formacién de ROS en
la célula y tras mencionar diferentes mecanismos por los cuales los acidos biliares
causan disfuncién mitocondrial, podemos decir que las alteraciones oxidativas hepaticas
durante la colestasis dependen estrechamente de la propia colestasis como
consecuencia de la acumulacidn tdxica de acidos biliares hidrofdbicos.

Durante la fosforilaciéon oxidativa, algunos electrones pueden escapar en el paso
entre complejos y conducir a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
un subproducto. Aunque la mayoria de estos electrones migran a la citocromo c oxidasa
(complejo 1V) donde reaccionan con protones y oxigeno para formar agua, algunos de
estos electrones reaccionan directamente con el oxigeno para formar el radical anién
superoéxido (02), perdxido de hidrégeno (H20;) y otros ROS. Ante la alteracion de la
funcién mitocondrial y la disminucion de la defensa antioxidante se produce un
aumento de ROS, los cuales dafian el ADN mitocondrial, proteinas y lipidos. Los ROS
también son moléculas transductoras de sefiales en condiciones fisioldgicas y
patoldgicas, dependiendo de la intensidad y duracion del estrés oxidativo. La produccién
de ROS en baja cantidad es importante para la adaptacidon metabdlica, pero una mayor
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produccién induce la expresion y sintesis de citoquinas proinflamatorias como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina 1B (IL1B) causando apoptosis y necrosis
de los hepatocitos, y activa vias de sefalizaciéon de muerte (82,85). La liberacién de TNFa
mediada por ROS en hepatocitos y células de Kupffer puede inhibir complejos de la CTE
y causar MPTP desacoplando la CTE de la fosforilaciéon oxidativa (86), lo que hace
aumentar aln mas la produccién de ROS creando asi un circulo vicioso. Ademads, el ROS
derivado de la mitocondria activa JNK, una proteina quinasa activada por mitégenos
(Mitogen-Activated Protein Kinases -MAPK-) cuyo sustrato fosforilado regula la
expresion de genes relevantes en diversas rutas metabdlicas y activa o inhibe
directamente proteinas como proteinas quinasas. En el higado, el JNK fosforilado (p-
JNK) se traslada a la mitocondria donde se une a proteinas de la membrana mitocondrial
para alterar la CTE, aumentando asi la formacién de ROS (87).

Las mitocondrias danadas y la necrosis resultante de los hepatocitos dan lugar a
patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs -damage associated molecular
patterns), que se unen a receptores de reconocimiento de patrones como los Toll-like
receptors (TLRs), estimulando asi la respuesta inmune innata dando lugar a la expresién
de citoquinas y quimiocinas que atraen células inflamatorias y activan células estrelladas
promoviendo la inflamacién crénica del higado y la fibrogénesis (88). Por tanto, el
desequilibrio energético y la produccién de ROS debido a esta disfuncion mitocondrial
contribuyen en gran medida a la inflamacidn, asi como a la fibrogénesis hepatica y la
carcinogénesis (89,90).

2.3 METHYLATION-CONTROLLED J PROTEIN (MCJ)

Methylation-controlled J protein (MCJ), también llamada DnalC15, es una
pequefiia proteina perteneciente a la familia de cochaperonas Dnal. A diferencia de otras
proteinas Dnal, MCJ no es soluble dado que contiene un dominio transmembrana vy esta
localizada en la membrana interna mitocondrial. Mediante Western Blot en ratones se
detectd la proteina MCJ en corazén, higado vy rifién especialmente, y también fue
abundante en células de la inmunidad, concretamente en linfocitos CD8 y macrdéfagos.
La distribucién de la expresion de MCJ en tejidos humanos normales sigue siendo
desconocida, aunque un andlisis con Northern Blot de tejido humano no maligno mostré
una distribucién de la expresién del gen mcj humano similar a la del gen en ratén, es
decir, abundante en corazén seguido de higado y rifién (91). Su ausencia ha demostrado
un aumento en la actividad del Complejo | de la CTE, del potencial de membrana
mitocondrial y la respiracién mitocondrial, sin aumentar la produccién de ROS
consecuencia a la mayor formacién de supercomplejos respiratorios. Bajo condiciones
fisioldgicas, la pérdida de expresiéon de MCJ en ratones no afectd a su supervivencia ni
causé alteraciones en su fenotipo. Sin embargo, en condiciones metabdlicas alteradas,
la deficiencia de MCJ impide la acumulaciéon de productos téxicos a nivel hepatico, lo
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gue sugiere que podria modular la lesion hepatica ante determinados hepatotodxicos
(91).

Como ya mencioné anteriormente, la mitocondria es la principal organela
generadora de ATP a través de la fosforilacidn oxidativa dentro de la cadena respiratoria.
La respiracién mitocondrial es regulada de acuerdo a las necesidades metabdlicas de las
células y puede ser modulada en respuesta a cambios metabdlicos agudos o crénicos,
pero poco se conoce acerca de los mecanismos que regulan este proceso. Varias
proteinas han demostrada asociacién y contribucién a la actividad de diversos complejos
de la CTE como por ejemplo GRIM-19, Rcfl y STAT3 (92-94); menos se sabe sobre la
presencia de mecanismos inhibitorios. Un regulador negativo del potencial de
membrana mitocondrial y la produccién de ATP recientemente identificado es MCJ. Se
ha demostrado que uno de los mecanismos por el cual MCJ mantiene baja la respiracién
mitocondrial es a través de la regulacion negativa del complejo | de la CTE, y que su
ausencia, ademas de aumentar la actividad de este complejo, favorece la formacién de
supercomplejos respiratorios facilitando la transferencia de electrones entre complejos
y minimizando el riesgo de liberacion de éstos lo que conduce a una menor generacion
de ROS (91).

Varios estudios han mostrado que la presencia de altos niveles de metilacion del
gen mcj, asociado con pérdida de expresidon, se correlaciona con menor respuesta a
quimioterapia y pobre supervivencia en diversos tumores (95-98). Por otro lado, se ha
observado que ratones WT tras un ayuno de 36 horas mostraron esteatosis hepatica en
comparacion con ratones MCJ-KO que no la mostraron. El ayuno provoca drasticos
cambios metabdlicos mediante la activacion de la hidrélisis de triglicéridos almacenados
en el tejido adiposo, dando lugar a acidos grasos libres que se movilizan y son
transportados al higado donde se someten a la oxidacién mitocondrial. Esto indica que
una oxidacién mitocondrial sostenida de acidos grasos libres en ratones MCJ-KO
conduce a un rapido metabolismo de lipidos minimizando su acumulacién a nivel
hepatico (91). Por lo tanto, en condiciones fisioldgicas (dieta normal) MCJ parece ser
prescindible, pero en respuesta al ayuno, la pérdida de MCJ facilita el metabolismo
lipidico en el higado consistente con su efecto negativo sobre la funcién mitocondrial.
Ademads, se ha observado una mayor acumulacion de colesterol en higado en ratones
WT que en ratones MCJ-KO tras una dieta rica en colesterol durante 4 semanas (91). Es
decir, esto demuestra que ante la ausencia de la funcidn reguladora negativa de MCJ en
la mitocondria hay un mejor metabolismo de lipidos en el higado que minimiza la
acumulacién patolégica de éstos en respuesta a dos dietas alteradas, el ayuno y una
dieta con alto contenido en colesterol.

También se ha investigado el papel de MCJ en el sistema inmune, demostrandose
gue MCJ estd altamente expresado en células T CD8 y en menor medida en macréfagos,
no estando presente en células T CD4 y células B (91). En los macréfagos, el regulador
transcripcional Ikaros media su silenciamiento independientemente de la metilacion del
ADN (99). En este sentido, se ha publicado que las células T CD8 que carecen de MCJ
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proporcionan una proteccion superior frente a la infeccidn por el virus de la gripe debido
a un aumento de la fosforilaciéon oxidativa y producciéon de ATP que incrementa la
secrecién, pero no expresion, de interferén-y (100). Ademas, se ha observado que MCJ
es esencial para la produccién de TNFa por macréfagos en respuesta a una variedad de
ligandos de los receptores Toll-like (TLRs). En particular, ratones deficientes en MCJ han
mostrado resistencia al desarrollo de dafio hepatico fulminante ante la administracién
de lipopolisacarido (LPS) (101).

En nuestro grupo de investigacion hemos estudiado el papel de esta proteina en
dos patologias hepdticas de gran relevancia, el DILI (drug-induced liver injury) y NAFLD
(non-alcoholic fatty liver disease). El acetaminofén (APAP, paracetamol) es la droga que
con mayor frecuencia causa DILI, representando la principal causa de fallo hepatico
agudo en Estados Unidos y en la mayoria de los paises europeos ya que su Unico antidoto
disponible actualmente es el N-acetilcisteina, cuya eficacia se limita a las primeras 8
horas de la ingestion de APAP. En el estudio en modelos animales de dafio hepatico por
APAP hemos observado que este téxico interfiere con la formacion de supercomplejos
respiratorios mitocondrial a través de la proteina MCJ, conduciendo a un descenso en la
produccién de ATP e incremento en la generacién de ROS, y que el tratamiento in vivo
con un inhibidor de la expresion de MCJ a nivel hepatico (siRNA especifico) protege al
higado del dafio provocado por APAP. Ademds, hemos observado un aumento marcado
de los niveles de MCJ en el tejido hepdtico de pacientes diagnosticados de DILI en
comparacion con el tejido hepatico de sujetos sanos (102). En cuanto a NAFLD,
considerada actualmente como la primera causa de hepatopatia en el mundo occidental
y de patogenia desconocida en gran parte, hemos apreciado una expresién aumentada
de MCJ en el tejido hepdtico de ratones alimentados con una dieta deficiente en
metionina-colina (modelo bien establecido de esteatohepatitis no alcohdlica que
desarrolla esteatosis, inflamacién y fibrosis al producir una alteraciéon de la beta-
oxidacion de los 4cidos grasos y produccidon de ROS) y en las biopsias hepdticas de
pacientes diagnosticados NAFLD. También hemos observado que el silenciamiento de
MCJ protege frente a la acumulacién de lipidos, la muerte celular y la inflamacién en
este modelo animal ya que la pérdida de MCJ potencia la beta-oxidacién de los acidos
grasos y la glicolisis, combustibles ambos para el ciclo de Krebs y la respiracion
mitocondrial, consiguiendo asi mantener la funciéon mitocondrial y la produccién de ATP.
Por lo tanto, MCJ se establece como un regulador clave del desarrollo de DILI y NAFLD y
potencial diana terapéutica en estas patologias.

Todos estos hallazgos muestran el importante papel de MCJ como regulador
negativo esencial del metabolismo mitocondrial y proporcionan nuevas bases para el
estudio y descubrimiento de nuevos mecanismos reguladores de las enfermedades
hepaticas.
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2.4 LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR, MODELO ANIMAL DE COLESTASIS
OBSTRUCTIVA

Existen diferentes modelos animales de enfermedad hepdtica colestdsica bien
establecidos con los que estudiar nuevas vias patogénicas y probar nuevas estrategias
terapéuticas. Entre los animales, son los ratones lo que han despertado mas interés
debido a su pequefio tamafio, vida corta, corto periodo de gestacién y fécil cuidado
(103). Ademas, la similitud genética con nosotros, junto con la posibilidad de la
manipulacién genética, nos brinda la posibilidad de estudiar la implicacién de genes
especificos y vias de sefalizacidon con las que identificar potenciales dianas terapéuticas
(104). Por el contrario, existen multiples diferencias entre humanos y ratones, incluida
la morfologia hepdtica, variaciones en las respuestas a agentes nocivos y tiempo de
respuesta, por lo que ningin modelo murino puede reproducir estrictamente todas las
caracteristicas de las enfermedades hepaticas colestasicas del hombre.

La ligadura del conducto biliar (LCB) es el modelo experimental de colestasis mds
comunmente empleado debido en parte a su alta reproducibilidad (105). Se han descrito
diferentes técnicas quirdrgicas que permiten la reanastomosis después de la LCB, por
ejemplo, la LCB parcial u otros métodos microqururgicos. Sin embargo, el modelo mas
usado es la obstruccién completa del conducto biliar comin puesto que las técnicas
basadas en una LCB parcial producen una menor necrosis consecuencia de la
proliferacion hepatocitaria (106). La LCB completa induce una fuerte respuesta fibrética
a los 21-28 dias. Esta técnica requiere una laparotomia media y el aislamiento del
conducto biliar comidn por encima del duodeno, posteriormente se realiza doble
ligadura de este conducto y la diseccidn entre las ligaduras, lo que genera un modelo de
colestasis obstructiva (105).

Los cambios morfoldgicos inducidos por la LCB son comparables a los observados
en la colangitis biliar en humanos. Tras la LCB, rapidamente se acumulan los acidos
biliares en el higado produciendo una necrosis hepatocelular significativa e inflamacién
(infiltracion de leucocitos y macréfagos) dentro de las primeras 24 horas post-LCB (107).
La evidencia hasta ahora indica que el dafio hepatico tras la LCB implica principalmente
la muerte celular por necrosis, a diferencia de lo que ocurre en los modelos in vitro
donde las altas concentraciones de acidos biliares hidrofébicos en hepatocitos de ratén
cultivados causan la muerte celular por apoptosis (108,109). Esto parece deberse a que
los acidos biliares hepatotdxicos en la LCB no alcanzan concentraciones suficientemente
altas en el higado como para activar las vias pro-apoptdticas, sino que desencadenan
una respuesta inflamatoria y la muerte celular a través del estrés oxidativo (110).

Al igual que en los humanos, esta respuesta inflamatoria conduce a la activacién
de células estrelladas hepdticas y al depdsito de matriz extracelular con el
establecimiento de fibrosis biliar (111). Sin embargo, existen claras diferencias con la
patologia colestasica humana. El rapido desarrollo de cirrosis hepatica tras sélo 30 dias
esta en desacuerdo con la lenta progresion de la mayoria de las enfermedades hepaticas

39



cronicas. Ademas, este modelo reproduce lesiones biliares obstructivas agudas que
raramente aparecen en la patologia créonica humana (105,112,113). Finalmente, hay que
tener en cuenta la mortalidad debido a la fuga biliar, ruptura de la vesicula biliar, otras
complicaciones infecciosas o vasculares que pueden ocurrir al realizar el procedimiento
quirargico (105). A pesar de todo esto, la LCB sigue siendo un excelente modelo animal
para el estudio de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a los eventos
patoldgicos causados por un flujo biliar incorrecto.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1 HIPOTESIS

Factores genéticos, ambientales y enddgenos pueden contribuir al desarrollo de
enfermedades hepaticas colestasicas crénicas, pero la patogenia exacta de CBP y CEP no
estd aclarada, de ahi que los tratamientos disponibles en la actualidad para estas
patologias en muchas ocasiones son ineficaces o no son suficientes para detener y/o
revertir la progresion de la enfermedad hepatica. En los ultimos afios el papel de la
mitocondria en el daifo hepatico se ha empezado a considerar como un mecanismo
patogénico importante detectdndose alteraciones en su funcién en gran variedad de
enfermedades hepaticas agudas y crdnicas, entre ellas la enfermedad hepatica
colestdsica, y es que los acidos biliares son citotdoxicos puesto que son capaces de
emulsionar membranas lipidicas y entre ellas la membrana mitocondrial.

La mitocondria es la principal fuente de energia en los hepatocitos y desempena
un papel importante en el metabolismo oxidativo y el normal funcionamiento del
higado, incluyendo la oxidacién de los acidos grasos, la regulacién de la viabilidad celular
y la muerte, y la generaciéon de ATP por la fosforilacién oxidativa. El transporte de
electrones por los diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial y la
generacion del potencial de membrana mitocondrial son claves para la sintesis de ATP.
Por lo tanto, alteraciones en la funciéon mitocondrial van a conducir a la sobreproduccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el hepatocito y a la disminucién de ATP, y
finalmente a la muerte del hepatocito. Esto nos hace pensar que es posible que
restaurando la actividad de dicha cadena respiratoria en diversas patologias hepaticas
se consiga mitigar el estrés oxidativo y, por ende, la muerte celular, la inflamacién y la
fibrosis hepatica. Dicha actividad de la cadena respiratoria se ha visto intensificada ante
la pérdida de una proteina mitocondrial, MCJ, puesto que regula negativamente el
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial. Ademas, la ausencia de esta proteina
favoreceria la formacién de supercomplejos respiratorios facilitando la transferencia de
electrones y minimizando el riesgo de liberacién de éstos lo que conduciria a una menor
generacioén de ROS.

3.2 OBIJETIVOS

MCJ es una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial que actua
como un regulador negativo de la cadena respiratoria mitocondrial, por lo que su
deficiencia o inhibicién podria mitigar el estrés oxidativo causado por la colestasis.

Por tanto, los objetivos de este proyecto son:
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Estudiar el papel de MCJ en la patogenia de las enfermedades colestasicas.

Investigar el efecto que tiene la inhibicidn de la cadena respiratoria mitocondrial
por MCJ en los modelos animales de enfermedad colestasica.

Evaluar si tras producirse dafio hepatico la atenuacién de la expresién génica de
MCJ a nivel hepatico en ratones disminuye dicho dafio.

Establecer, en funcién de los hallazgos anteriores, un posible marcador de dafio
y progresidn de enfermedad hepdtica, asi como una posible diana terapéutica en
la enfermedad colestasica primaria.



4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 MUESTRAS HUMANAS

El estudio se desarrollé conforme a las guias éticas de la declaracién de Helsinki
y tras la aprobacién del Comité Etico de Cantabria (CEIC). Todos los sujetos firmaron un
consentimiento informado previo a su inclusién en el estudio.

4.1.1 Enfermedad hepatica colestdsica primaria en adultos

Para el estudio se recopilaron de forma retrospectiva 54 muestras de suero de
pacientes con CBP y 37 biopsias hepaticas de pacientes con CBP o CEP (35 pacientes con
CBP y 2 con CEP).

Todos los pacientes de ambas cohortes disponian de una biopsia hepatica que
confirmaba su diagndstico y clasificaba su enfermedad en cuatro estadios (estadio I-1V)
en funcion del dafio del conducto biliar, la inflamaciéon y fibrosis. Fueron excluidos
aquellos pacientes con antecedentes de hepatitis crdnica viricas, autoinmunes,
trastornos del metabolismo del hierro, enfermedad de Wilson, déficit de alfa-1
antitripsina y hepatotoxicidad mediada por drogas.

De estos pacientes se recopild diferentes datos clinicos (edad, sexo,
comorbilidades, tratamiento médico), analiticos (enzimas hepdticas, bilirrubina,
albuimina, colesterol, triglicéridos, ferritina, calcio, plaquetas, actividad de protrombina,
inmunoglobulinas, autoanticuerpos) e histolégicos (afectacidon biliar, inflamacién vy
fibrosis), y se realizé un seguimiento retrospectivo hasta la actualidad. Los pacientes
fueron clasificados segun la histologia en enfermedad inicial (estadio I-1l) y enfermedad
avanzada (estadio llI-IV).

4.1.2 Controles sanos

Se emplearon como controles 30 biopsias hepaticas de donantes de higado del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla cuya histologia hepatica fue normal, y 10
muestras de suero de sujetos procedentes del Biobanco Valdecilla-IDIVAL. Todos los
sujetos presentaban unas enzimas hepaticas normales y ausencia de infeccidn por virus
hepatitis Bo C o VIH.
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4.1.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Se realiza el “cotting” con 100 ul del antigeno MCJ (péptido sintético de MCJ de
la parte extracelular, proporcionado por la Dra. Mercedes Rincdn -University of Vermont
College of Medicine, Burlington, USA-) a una concentracion de 5ng/ml en la placa de
ELISA de 96 pocillos de poliestireno de fondo plano (Thermo Scientific) durante toda la
noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se lava la placa tres veces con PBS 1X
y a continuacion se realiza el bloqueo con 250 ul PBS-2% BSA (albumina sérica bovina)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras ese periodo de tiempo, se desecha la
solucién de bloqueo y se afiaden 100 pul de los sueros de los pacientes con CBP a una
dilucién 1/25. Se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente y transcurrido el
tiempo se lava la placa posteriormente tres veces con PBS 1X. Seguidamente se afladen
100 pl del anticuerpo policlonal de conejo anti-lgG humana conjugado a fosfatasa
alcalina (Dako, Gloostrup, Dinamarca). Tras 1 hora de incubacidn, se lava la placa tres
veces con PBS 1X y se aflade el sustrato de fosfatasa alcalina, incubandose en oscuridad
durante 4 horas, con lecturas seriadas cada 4 horas.

Los resultados se obtienen en unidades de densidad éptica a 405 nm de longitud
de onday se expresan de forma cualitativa como positivos o negativos respecto al punto
de corte obtenido con la lectura media + 3 desviaciones estandar de 10 sueros de sujetos
controles sanos.

4.2 MODELO ANIMAL

Los procedimientos experimentales en animales se desarrollaron en el Centro de
Cooperacion en Biociencias (CIC bioGUNE) en Vizcaya, y fueron aprobados por el Comité
de Uso y Cuidado de Animales del CIC bioGUNE y la autoridad local (Diputacién de
Vizcaya) de acuerdo con los criterios establecidos por la Unidn Europea. Los ratones
fueron alojados en una instalacién acreditada por la Asociacién Internacional para la
Evaluaciéon y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio (AAALAC).

Se recogio el tejido hepatico y muestras séricas que se congelaron rapidamente
en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Los animales
empleados para la experimentacion fueron ratones MCJ-KO y WT (C57BL/6)).

El modelo animal de colestasis empleado fue la ligadura del conducto biliar (LCB).
Los ratones WT y MCJ-KO se sometieron a LCB bajo anestesia con isoflurano (1,5% de
isoflurano en oxigeno). Dicho procedimiento se lleva a cabo mediante laparotomia,
identificAndose el conducto biliar comun y separandolo cuidadosamente de la vena
porta y arteria hepatica para, posteriormente, colocar una sutura alrededor de del
conducto biliar. Finalmente se procede al cierre de la pared abdominal mediante grapas.
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4.2.1 Silenciamiento de MCJ in vivo

Ratones WT de tres meses de edad recibieron por inyeccidén en la vena de la cola
150 ul de una solucién 0,4 ug/ul de control (SiControl) o del ARN de silenciamiento (small
interfering RNA) especifico de MCJ (SiMCJ) (cuya secuencia se muestra en la tabla 4.1) a
los 3 dias de la LCB y repitiendo a los 5 dias usando el reactivo Invivofectamine 3.0®
(Invitrogen). Los ratones fueron sacrificados a Los 7 dias de la LCB y sus higados se
dividieron en varias piezas, algunas de las cuales fueron congeladas rdpidamente para
la posterior extraccion de ARN y proteina, y otras se fijaron con formalina para el estudio
histolégico e inmunohistoquimico. Ademads, se recogieron muestras de sangre.

Tabla 4.1 Secuencia siRNA utilizada para el silenciamiento

Nombre del gen Especie Secuencia
SiMc) Mus musculus Sense 5’-AAGCGAGAGGCUAGUCUUATT-3’
Antisense 5’-UAAGACUAGCCUCUCGCUUAC-3’
Sicontrol Mus musculus Sense 5’-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-3’
Antisense 5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAUU-3’

4.3 EXPERIMENTACION EN CELULAS HEPATICAS

4.3.1 Aislamiento y cultivo de hepatocitos primarios de ratén

Todos los ratones utilizados para el aislamiento de hepatocitos primarios tenian
3 meses de edad. La obtencion de hepatocitos primarios de ratones WT y MCJ-KO se
realizé mediante digestion enzimdatica con colagenasa (Worthington). A los ratones bajo
anestesia con isoflurano (1,5% isoflurano en oxigeno) se les realiza una laparotomia y se
inserta un catéter en la vena porta. Se perfunde el higado con buffer A (PBS 1X, 5 mM
EGTA) oxigenado a 37°C y se secciona la vena porta. Posteriormente, se perfunde con
buffer B (PBS 1X, 1mM CaCl2, colagenasa [Worthington]) oxigenado a 372C. Tras la
perfusion, el higado se coloca en una placa Petri que contiene buffer C (PBS 1X, 2mM
CaCl2, albumina de suero bovino -BSA- al 0,6%) y se disgrega con fdrceps. El higado
digerido se filtra a través de una gasa estéril, se recogen los hepatocitos y se lavan dos
veces con buffer C (3 minutos a 300 rpm y a 4°C). El sobrenadante se deshecha y los
hepatocitos se resuspenden en Minimun Essential Medium (MEM; Gibco) con 10% de
suero bovino fetal (FBS) conteniendo penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 U/ml)
y glutamina (2 mM) (PSG; Invitrogen). La viabilidad celular se valoré mediante la prueba
de exclusion con azul tripan, considerando para los experimentos una viabilidad de mas
del 80%.

Los hepatocitos aislados se cultivan sobre placas de cultivo recubiertas de
coldgeno a una densidad de 7600 células/mm2 en MEM al 10% FBS suplementado con
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PSG al 1%, y se mantienen a 37°C en una incubadora de 5% de CO2 y 95% de aire. Tras
2 horas de incubacién, se retira el medio y se reemplaza por MEM al 0 o0 5% de FBS. Se
realizan los diferentes experimentos después de 2 horas adicionales de incubacién o la
incubacion durante la noche.

4.3.2 Silenciamiento de MCJ in vitro

Los hepatocitos primarios fueron transfectados con el pldsmido ShRNA
especifico de MCJ para el silenciamiento del gen mcj usando el reactivo jetPRIME®
(Polyplus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El vector pCAGGS (Addgene,
Cambridge, MA) se utilizé para clonar la secuencia diana frente a MCJ de ratén bajo la
influencia del promotor H1.

Se diluyen 5 ul de jetPRIME y 10 ul de ShRNA 20 uM por separado en 200 ul del
jetPRIME buffer, se incuban durante 5 minutos a temperatura ambiente vy
posteriormente se mezclan ambas diluciones. La mezcla se incuba durante 20 minutos
a temperatura ambiente para permitir la formacién de complejos shRNA-jetPRIME. Para
cada transfeccién se afiaden 200 ul de la mezcla a placas de cultivo de 60 mm que
contienen 500.000 células en 2 ml de MEM al 10% con FBS suplementado con 1% de
PSG. La concentracién final del shRNA es de 100 nM. La mezcla se deja durante 7 horas
y posteriormente se reemplaza por MEM al 0% de FBS y 1% de PSG. Finalmente se
realizan los diferentes tratamientos celulares.

4.3.3 Sobreexpresion de MCJ

Hepatocitos primarios fueron transfectados con un plasmido de ADNc para
producir la expresion génica, concretamente con HA-MCJ (suministrado por el Dr. Juan
Anguita), usando el reactivo jetPRIME® (Polyplus) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y como se describid anteriormente.

4.3.4 Tratamiento con acido desoxicolico (deoxycholic acid -DCA-)

Tanto hepatocitos primarios provenientes de ratones WT y MCJ-KO como
hepatocitos transfectados con ShMCJ y HA-MCJ, fueron tratados con un acido biliar, el
acido desoxicdlico (DCA).

En placas de 6 pocillos se sembraron 500.000 hepatocitos y se cultivaron durante
la noche en MEM al 0% de FBS y 1% de PSG para iniciar el tratamiento con DCA al dia
siguiente. La dosis administrada de DCA (Sigma) fue de 100 uM usando como vehiculo
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etanol. Se recogieron los hepatocitos a diferentes tiempos de tratamiento (15 minutos,
30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas y 6 horas de afiadir el DCA).

4.4 EXTRACCION DE PROTEINAS Y ANALISIS

4.4.1 Extraccion de proteinas totales

Las células fueron lavados dos veces con PBS y homogeneizadas en buffer de lisis
(1,6mM NaH2PO4, 8,4mM Na2HPO4, 0,1% Triton X-100, 0,1M NaCl, 0,1% SDS, 0,5%
azida sédico) suplementado con proteasa y un cdctel inhibidor de fosfatasa (Roche). En
el caso del tejido hepatico, éste debe ser homogeneizado primero con el fin de separar
el contenido celular del tejido conectivo, para ello utilizamos el homogeneizador
Precellys®, donde introducimos aproximadamente 50 ug de tejido hepatico congelado
junto con 1 ml de buffer de lisis. Una vez con el buffer de lisis y homogeneizados tanto
las células como el tejido hepatico, se procedié a centrifugar a 13000 rpm durante 30
minutos a 4°C. Se recogio el sobrenadante, que corresponde con el extracto proteina, y
se cuantifico el contenido proteico mediante la técnica de Bradford (BIO RAD protein
assay) o por el método del acido bicinconinico (BCA) (Pierce).

4.4.2 Western blotting

El extracto de proteinas se calentd a 952C durante 5 minutos tras afiadir el buffer
de carga (500mM B-mercaptoetanol, 10% SDS). La cantidad apropiada de proteina (5 a
30ug), de acuerdo con la abundancia especifica de proteina y la sensibilidad del
anticuerpo, se separé mediante electroforesis con dodecilsufato sddico en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), cuyo porcentaje de acrilamida dependié del peso molecular
de la proteina de interés. Para la electroforesis se empled el sistema Mini-PROTEAN (BIO
RAD). Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa por
electrotransferencia usando Mini Trans-Blot cell (BIO RAD). Las membranas se
bloguearon con leche en polvo descremada al 5% en TBS a pH 8 conteniendo 0,1%
Tween-20 (TBST-0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron tres veces
con TBST-0,1% y se incubaron durante la noche a 4°C con los anticuerpos primarios de
interés. Los anticuerpos empleados junto con las condiciones dptimas de incubacién se
detallan en la Tabla 4.2. Posteriormente, se lavaron tres veces las membranas con TBST-
0,1% y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con la solucién de bloqueo
gue contenia el anticuerpo secundario.

Para la deteccién de nuestra proteina de interés se utilizé el sustrato
guimioluminiscente Enhanced chemiluminescence (ECL, Perkin Elmer) cuya sefial se
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capturd en peliculas fotograficas (Amersham) en el revelador Curix 60 (AGFA). Las
bandas fueron cuantificadas por densitometria utilizando el software de procesamiento
de imagenes gratuito Image) (http://rsbweb.nih.gov/ij). El control de carga en cada
membrana se realizé utilizando el anticuerpo GAPDH o B-actina.

Tabla 4.2 Anticuerpos empleados para Western blotting y sus condiciones.

ANTICUERPO Proveedor Dilucion Solucion de incubacién N2 catdlogo
JNK Cell Signaling 1:1000 TBST 0,1%-leche 5% 9252S
(Thr1§;I/V7I;lr185) Invitrogen 1:1000 TBST 0,1%-leche 5% 44682G
Mc Dra'R':/r']‘zLC:des 1:500  TBST 0,1%-leche 5% -
GAPDH Abcam 1:5000 TBST 0,1%-leche 5% ab8245
8-actina Sigma-Aldrich 1:5000 TBST 0,1%-leche 5% A5441
Tubulina Sigma-Aldrich 1:5000 TBST 0,1%-leche 5% T9026
A":I'I;ﬁ’iz: e’ZG’ Cell Signaling ~ 1:5000  TBST 0,1%-leche 5% 7074
Anti- |
nti-mouse IgG, Cell Signaling  1:5000  TBST 0,1%-leche 5% 7076

HRP-linked

4.5 EXTRACCION DE ARN Y PROCESAMIENTO

4.5.1 Aislamiento de ARN

El ARN total fue aislado del tejido hepatico de ratdn y de hepatocitos primarios
de ratéon cultivados utilizando el reactivo TRIzol® (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza del ARN se comprobd mediante
espectrofotometria en el Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).
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4.5.2 Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR)

De cada muestra, 2ug del total de ARN fue tratada con DNAse | (Invitrogen) y se
realizé la transcripcidon inversa a ADNc utilizando M-MLV Reserve Transcriptase
(Invitrogen) en presencia de cebadores (random primers) y RNAseOUT (Invitrogen). Para
las qPCRs realizadas en el termociclador iCycler iQ™5 (BIO RAD) con el fluoréforo iQ™
SYBR® Green Super Mix (BIO RAD), se empled 5ul de ADNc y los cebadores especificos
en un volumen total de reaccién de 20ul. Para las qPCR realizadas en Viia™ 7 System
(Aplied Biosustems) con SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems), se empled 1,5ul
de ADNc y los cebadores especificos en un volumen total de reaccion de 6,5ul. Todas las
reacciones se realizaron por triplicado, y los cebadores fueron disefiados con el software
Primer3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y sintetizados por Sigma-
Aldrich. Los cebadores usados para cada gen se muestran en la Tabla 4.3. Las
condiciones de la PCR y de los cebadores fueron optimizados, usando 40 ciclos con una
temperatura de fusion (melting temperature) de 60°C. Después de verificar la
especificidad de la amplicficacién con la curva de disociacidn, los valores cycle threshold
(Ct) se extrapolaron a una curva estandar realizada simultdneamiente con las muestras,
y los datos se normalizaron con la expresion del gen housekeeping (GAPDH y 9S).

Tabla 4.3 Secuencia de los cebadores empleados en las gPCRs

GEN Simbolo Especie Secuencia
9S ribosomal 9S Mus Forward 5’-GACTCCGGAACAAACGTGAGG-3'
RNA musculus g verse 5'-CTTCATCTTGCCCTCGTCCA-3'
Bile salt export BSEP Mus Forward 5’-ATCGCCGTCATGTCACAAGG-3’
pump musculus  poverse 5'-CTCCTGTGCTTGGCACATCA-3’
Farnesoid X FXR Mus Forward 5’-GGCCTCTGGGTACCACTACA-3’
Receptor musculus o verse 5'-AAGAAACATGGCCTCCACTG-3
Glyceraldehyde- | GAPDH Mus Forward 5'-CGTCCCGTAGACAAAATGG-3'
3-phosphate musculus o verse 5. TTGATGGCAACAATCTCCAC-3'
dehydrogenase
Interleukin 1 IL-1B Mus Forward 5’-GCCACCTTTTGACAGTGATGAG-3’
musculus

Reverse 5’GACAGCCCAGGTCAAAGGTT-3’

Interleukin 6 IL-6 Mus Forward 5-AAGTGAGCAGATAGCACAGTTGG-3'

musculus ¢ overse  5-GCTATGAAGTTCCTCTCTGCAAGTA-3'

Methylation J- MClJ Mus Forward 5’ -ACGCCGACATCGACCACACAG-3’

Controlled musculus ¢ oerse  5-AATCTTCCTTGCTGTTGCCGTC-3’
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Multidrug MDR2 Mus Forward 5-GCCTTGGTTGCTGATGCTGCC-3’
Resistance musculus

: Reverse 5'-GAGCCGCGGCGAGCAAAGT3’
protein 2
Nuclear Receptor | NRF1 Mus Forward  5-CTTCATGGAGGAGCACGGAG-3’
Factor 1 musculus o erse 5'-CGTGGAGTTGAGGATGTCCC-3’
Peroxisome
Proliferator- Mus  Forward  5-AGACAGGTGCCTTCAGTTCAC-3’
activated PGC-1a

Receptor Gamma musculus  Reverse  5-ACCAGAGCAGCACACTCTATG-3’

Coactivator 1a

Transcription Tfam Mus Forward 5’-CTGCCTTCCTCTAGCCCGGG-3’
factor A, musculus

. . Reverse 5’-GTAACAGCAGACAACTTGTG-3’
mitochondrial

Tumor Necrosis TNF Mus Forward 5’- CGTCAGCCGATTTGCTATCT-3'

Factor musculus  poverse  5'-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG -3'

4.6 MEDICION DE ACIDOS BILIARES

4.6.1 Niveles de acidos biliares totales

Para medir la concentracién de acidos biliares totales se empled el “Total Bile
Acid Assay Kit” (Cell Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
muestras de suero y tejido hepatico estaban almacenadas a -80°C antes de llevar a cabo
la determinacién.

El tejido hepatico fue primero homogeneizado con el homogeneizador
Precellys®, donde introducimos aproximadamente 50 ug de tejido hepatico congelado
junto con 1 ml de PBS frio. Tanto el homogeneizado hepatico como el suero fueron
diluidos en H,0 destilada y se afiadié 20 pL de cada muestra por cuadruplicado en los
pocillos de una microplaca de 96. Se anadié 150 uL del reactivo thio-NAD* incubandose
a 37°Cdurante 5 minutos. Posteriormente, se afiadié 50 plL del reactivo NADH a la mitad
de las muestras pareadas. Finalmente, se afiadid el reactivo 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y se incubd a 37°C durante 30 minutos. La lectura de la microplaca se
realizdé en un espectrofotdmetro a una absorbancia de 405 nm primero y de 630 nm
posteriormente.
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4.6.2 Niveles de los diferentes acidos biliares

La medicion de los diferentes acidos biliares se realizé por cromatografia liquida
de alta resolucién con espectrometria de masa en tdndem (HPLC-MS/MS) utilizando un
método previamente descrito y modificado (114,115), y empleando el dispositivo 6410
Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Se cuantificé por este
método veintitrés especies de acidos biliares.

Para la separacién cromatografica se empled una columna de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um) mantenida a 35°C. Se utilizé un
método de elucidn en gradiente usando como fase mévil una mezcla de metanol y agua,
conteniendo ambos 5 mM de acetato amdnico y acido formico al 0,01%, pH 4,6. Se
comenzo a trabajar con 80:20 de metanol/aguay se fue incrementando la concentracion
de metanol en la mezcla hasta el 97%, de manera lineal durante 9 min, para retornar a
la proporcidn inicial en 1 minuto y mantenerla durante los Ultimos 5 minutos del analisis.
El flujo de trabajo fue de 0,5 ml/min.

La determinacion de los acidos biliares en el triple cuadrupolo se llevd a cabo
utilizando ionizacion negativa para obtener los aniones moleculares de cada una de las
especies moleculares analizadas. Las condiciones de trabajo para la fuente iénica fueron
las siguientes: temperatura del gas (N2) 350°C, flujo del gas 8 ml/min, presion del
nebulizador 10 psi, voltaje 2500 V. La adquisicion MS/MS se realizdé en mdo de
monitoreo de reaccion multiple (MRM) siguiendo la transicién especifica de cada uno
de los iones precursores (ion molecular - H*) a los respectivos iones producto
resultantes. En el caso de los acidos biliares tauroconjugados se monitorizd el ion
producto 80,2 m/z, correspondiente al grupo SOs™ de la taurina; para los glicoconjugados
se siguid el ion 74 m/z, correspondiente a la glicina desprendida en su fragmentacion.

Se construyeron rectas patrén para cada una de las especies moleculares de
acidos biliares mediante inyeccién de soluciones metandlicas con concentraciones de
cada 4acido biliar entre 0,1 y 25 uM. En el caso de las muestras, tras llevar a cabo el
procesamiento, se mezclaron 100 pul del lisado celular con 50 pl de norADC 3 uM vy se
centrifugaron durante 2 minutos a 20.000 xg antes de su inyeccidn en el cromatdgrafo.
El volumen de inyeccidn fue de 2 pl. Se corrigid la concentracion de cada acido biliar,
calculada a partir de su recta patrén, por la recuperacién obtenida para el estandar
interno norADC, que se detecté siguiendo la transicion especifica de 377 m/z a 331,3
m/z.
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4.7 CUANTIFICACION DE LA MUERTE CELULAR

4.7.1 Determinacion de actividad caspasa-3

Se cuantificé la muerte celular programada o apoptosis por espectrofluorometria
usando el sustrato fluorogénico para caspasa-3, Ac-DEVD-AFC (ALX-260-032-M001
Enzo). El tejido hepatico congelado y las células cultivadas se homogeneizaron en buffer
de lisis frio sin inhibidores de proteasa (HEPES 10mM pH 7,4, EDTA 2mM, Chaps 0,1 % y
DTT 5mM) y se procedid a centrifugar para eliminar los detritos. Cada muestra consistia
en una mezcla de 500ul de volumen total con 10 a 15 pg de proteina, 20ul de buffer
reaccion 25X (Pipes 250mM pH 7,4, EDTA 50mM, Chaps 2,5% y DTT 125mM) y 2,5ul de
Ac-DEVD-AMC. Esta mezcla de reaccidon se dividié en dos duplicados de 200ul
afiadiéndose a una microplaca de 96 pocillos con fondo plano (Thermo). La cinético de
la actividad enzimdtica se cuantificd a las 0, 1, 2 y 4 horas en un espectrofotémetro
Spectramax M3 (Molecular Devices) a una excitacion de longitud de onda de 390 nmy
emisién de 510 nm. Las microplacas con las muestras se mantuvieron a 37°C protegidas
de la luz y con agitacidn durante el ensayo.

4.7.2 Determinacion de apoptosis por TUNEL

Otro método empleado para evaluar el indice de apoptosis fue el ensayo
enzimatico TUNEL (deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick-end-
labeling) mediante microscopia de fluorescencia con la utilizacién del In situ Cell Death
detection Kit (Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los hepatocitos
primarios pegados en cubres recubiertos de coldgeno se fijaron con paraformaldehido
al 4% frio durante 10 minutos, se lavaron dos veces con PBS, se incubaron con una
solucién de H202 (30%) / MeOH (3%) durante 5 minutos, posteriormente se incubaron
con citrato sddico durante 2-4 minutos, y finalmente con una mezcla que contiene la
enzima TUNEL y el buffer diluyente (dilucidon 1/50) durante la noche a 4°C o 1 hora a
37°C. Se us6 una solucién de montaje que contenia 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para
tefiir los nucleos de los hepatocitos. Se obtuvieron al menos 5 fotos de cada cubre y se
cuantificaron los nucleos, tanto los positivos para TUNEL como los negativos, usando el
software Imagel64 (NIH).
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4.8 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

4.8.1 Cuantificacion del estrés oxidativo

El estrés oxidativo en hepatocitos primarios fue medido usando el reactivo
CellROX™ Deep Red (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
hepatocitos se incubaron en 1ml de medio de crecimiento que contenia CellROX™ Deep
Red 5uM en una incubadora de CO2 a 37°C durante 30 minutos. Tras dicha incubacion,
las células se lavaron 2 veces con PBS y se despegaron de la superficie de la placa de
cultivo mediante el uso de tripsina. La deteccion de fluorescencia se realizdé por
citometria de flujo con una excitacién de 640 nm y una emisién de 665 nm.

4.8.2 Cuantificacion del ROS mitocondrial

La produccién de ROS mitocondrial en hepatocitos primarios se midié usando el
indicador MitoSOX Red mitocondrial superoxide (Life Technologies) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los hepatocitos primarios pegados en cubres recubiertos
de coldgeno se incubaron en medio de crecimiento que contenia 1,5 puM de este
indicador en una incubadora de CO2 a 37°C durante 10 minutos, posteriormente se
lavaron dos veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% frio durante 10
minutos. Se usd la solucién de montaje que contenia DAPI para tefiir los nucleos de los
hepatocitos. La fluorescencia se visualizé por microscopia de fluorescencia con una
excitacion de 510 nm y una emisién de 595 nm. Finalmente, la fluorescencia fue
cuantificada usando el software Frida (http://tmaj.pathology.ihmi.edu/frida/) (Johns
Hopkins University), y se cuantificaron los nucleos usando el software Imagel64 (NIH).

4.9 CUANTIFICACION DE ATP

Los niveles de ATP en hepatocitos primarios fueron medidos usando el kit
especifico ATPlite™ luminescence ATP detection assay system (Perkin Elmer) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se afiadié 50 pl del buffer de lisis (mammalian cell lysis
solution) a 100ul de hepatocitos primarios dentro de una microplaca de 96 pocillos y se
incubd durante 5 minutos con agitacion circular a 700 rpm. Posteriormente, se afadié
50ul de la solucion sustrato (lyophilized subtrate solution reconstituido con substrate
buffer solution) incubandose durante 5 minutos con agitacioén circular a 700 rpm, y se
mantuvo la microplaca en oscuridad durante 10 minutos. Finalmente, se midié la
luminiscencia. Los valores finales se normalizaron con la concentracién de proteina
total.
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4.10 MEDICION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Para la medicidn del potencial de membrana mitocondrial se empled el colorante
cationico JC-1 (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
hepatocitos primarios se incubaron en 1 ml de MEM con el colorante JC-1 a 10 pg/pl
durante 10 minutos a 37°C protegidos de la luz. Posteriormente, las células se lavaron
dos veces con PBS 1X, se tripsinizaron y se procesaron en un citémetro de flujo para el
andlisis de fluorescencia a una excitacion de 514 nm y una emisién de 529/590 nm. La
emision de fluorescencia cambia de verde (529 nm) a rojo (590 nm) cuando JC-1 exhibe
una acumulacién dependiente del potencial de membrana en las mitocondrial. Es decir,
a bajas concentraciones de JC-1 (bajo potencial de membrana) es monémero y produce
fluorescencia verde, y a altas concentraciones (alto potencial de membrana) se agrega
y da fluorescencia roja. Por lo tanto, la despolarizacién de membrana esta indicada por
una disminucidn en la relacidn de intensidad del ratio rojo/verde.

4.11 TINCION DE MITOCONDRIAS ACTIVAS

El colorante empleado para la tincidn de las mitocondrias con independencia del
potencial de membrana mitocondrial fue el MitoTracker Green (Life Technologies)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los hepatocitos primarios se incubaron con
MitoTracker Green diluido en MEM a una concentracién de 100 nM durante 15 minutos
a 37°C protegidos de la luz. Tras la tincion, las células se lavaron dos veces con MEM y
se fijaron con paraformaldehido al 4% frio durante 10 minutos. Se usé la solucién de
montaje que contenia DAPI para tefir los nucleos de los hepatocitos. La fluorescencia
se visualizd por microscopia de fluorescencia con una excitacién de 490 nm y una
emision de 530 nm. Finalmente, la fluorescencia fue cuantificada usando el software
Frida (http://tmaj.pathology.jhmi.edu/frida/) (Johns Hopkins University), y se
cuantificaron los nucleos usando el software Imagel64 (NIH).

4.12 TECNICAS HISTOLOGICAS

4.12.1 Tincion Hematoxilina-Eosina

Cortes de tejido hepatico (5um de grosor) fijados e incluidos en parafina se
desparafinaron con Histo-Clear y rehidrataron con soluciones graduales decrecientes de
alcohol. Una vez hidratados, los cortes se colocaron en una solucién de hematoxilina
durante 5 minutos, y posteriormente en una de eosina durante 15 minutos. Los cortes
se lavaron con agua corriente durante 3 minutos, se deshidrataron con soluciones
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graduales crecientes de alcohol, se limpiaron con Histo-Clear y se montaron usando
medio de montaje DPX.

4.12.2 Tincién Rojo Sirio

Cortes de tejido hepatico (5um de grosor) fijados e incluidos en parafina se
desparafinaron con xileno y se rehidrataron con soluciones graduales decrecientes de
alcohol. Una vez hideratados, los cortes se colocaron en una solucién de acido picrico-
Fast Green FCF al 0,01% durante 15 minutos, y de Fast Green FCF al 0,04% / acido picrico-
rojo sirio al 0,1% durante otros 15 minutos. Posteriormente se deshidrataron y se
montaron usando el medio de montaje DPX.

4.12.3 Inmunohistoquimica

Los cortes de tejido hepatico se desenmascararon en funcidn del anticuerpo
primario que se empleara, y se sometieron a un bloqueo con peréxido (3% H202 en PBS
1X) durante 10 minutos a temperatura ambiente para eliminar la actividad de las
peroxidasas enddgenas. Para las tinciones con anticuerpos primarios de ratdn en tejido
de ratdn, las muestras se bloquearon con Fab Fragment Goat Anti-Mouse IgG (Jackson
Immunoresearch) (dilucién 1:10) durante 1 hora a temperatura ambiente, antes de ser
blogueadas con suero (suero de cabra al 5% en PBS 1X) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se delinearon con un lapiz hidréfobo
y se incubaron con el anticuerpo primario diluido en el diluyente de anticuerpo DAKO
(DAKO) en wuna camara humeda en la oscuridad. Las condiciones de
desenmascaramiento e incubacién para cada anticuerpo empleado se muestran en la
Tabla 4.4. Se lavé tres veces con PBS 1X y se incubd con el anticuerpo secundario
Envision anti-rabbit o anti-mouse (DAKO) o ImmPRESS anti-rat (Vector) conjugados con
HRP durante 30 minutos a temperatura ambiente. La deteccidn colorimétrica se realizd
con el cromdgeno Vector VIP (purpura) (Vector Laboratories) y los cortes se
contratineron con hematoxilina. Las muestras se deshidrataron con soluciones
graduales de alcohol e Histo-Clear, y se montaron usando el medio de montaje DPX.
Para el analisis, se obtuvieron 10 imagenes por muestra con un objetivo 40X en un
microscopio de luz vertical (Carl Zeiss AG). La suma promedio de las intensidades y el
porcentaje de area tefiida de cada muestra se calculd mediante el software Frida
(http://tmaj.pathology.jhmi.edu/frida/) (Johns Hopkins University).
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Tabla 4.4 Condiciones de desenmascaramiento, incubacién, dilucion, proveedor y nimero de
catdlogo de los anticuerpos empleados en inmunohistoquimica

ANTICUERPO Desenmascaramiento Incubacién Proveedor Ne catdlogo
. . 1:50,1h a
F4/80 Proteinasa K (15 min a temperatura BioRAD  MCA497BB
temperatura ambiente) .
ambiente

Buffer citrato pH 6 (20 1:200, toda la noche

asMA min a 97°C) a 4°C

Sigma C6198

MO Buffer citrato pH 6 (20 1:100, toda la noche BioMosaics 80027R
min a 97°C) a 4°c

4.13 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se empled el paquete estadistico SPSS v19.0 (IBM. USA).
Todos los experimentos con hepatocitos se realizaron por triplicado, y los datos se
expresan como media + SEM (error estdandar de la media). El test de Kolmogorov-
Smirnov se empled para comprobar la distribucion normal de las variables. Para el
analisis estadistico de las variables con distribucién normal se utilizé el test t de Student
o ANOVA, mientras que para las variables con distribucidn no normal se empled el test
U de Mann-Whitney. Las variables categéricas se compararon mediante el test Chi
cuadrado o test exacto de Fisher. El analisis de supervivencia se realizd con el método
de Kaplan-Meier. Un valor de p < 0,05 se considerd significativo.
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5. RESULTADOS
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5.1 EL DEFICIT DE MCJ PROTEGE Y PREVIENE EL DANO HEPATICO POR COLESTASIS IN
VIVO

Varios estudios indican que la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo
contribuyen a la patogenia de las enfermedades hepaticas colestasicas cronicas. Dado
el papel de MCJ en la regulacién de la actividad mitocondrial a través de su accién en el
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, hemos investigado la posible
implicacion de MCJ en el dafio hepatico por colestasis. Para ello, lo primero fue estudiar
el papel de esta proteina en el modelo animal mas frecuente de colestasis hepatica, la
ligadura del conducto biliar.

Realizamos diversos experimentos in vivo donde ratones WT y MCJ-KO fueron
sometidos a LCB. Este modelo animal experimental es el mas utilizado para inducir
lesiones colestasicas y fibrosis hepdtica y para estudiar los eventos moleculares y
celulares subyacentes a los mecanismos fisiopatoldgicos inducidos por el flujo biliar
inapropiado.

5.1.1 Mayor supervivencia en ratones con pérdida de MCJ

La acumulacién de 4acidos biliares es responsable de la apoptosis hepatocelular,
lo que da lugar a lainflamacion y fibrosis hepatica. Si el proceso obstructivo del conducto
biliar no se revierte, las lesiones a nivel hepatico son irreversibles y se produce la muerte
del animal. La ligadura del conducto biliar se realizé en 30 ratones WT y 25 ratones MCJ-
KO de tres meses de edad para analizar la supervivencia de ambos grupos de ratones.
Tras 14 dias del procedimiento quirudrgico, 5 ratones MCJ-KO (20%) y sdlo 2 ratones WT
(6,7%%) habian sobrevivido, resultando una supervivencia media significativamente
mayor en los ratones MCJ-KO que en los WT (6,36 + 0,98 vs 3,37 + 0,6; p= 0,015) (Fig.
5.1). Ningun animal presentd datos de complicacién por el procedimiento quirdrgico,
pero si relacionamos la mortalidad de los dos primeros dias con complicaciones
postquirdrgicas, la supervivencia media continta siendo mayor en los ratones MCJ-KO
(9,06 £ 1,03 vs 5,79 £0,93; p=0,04).

1,01 -
p=0015 -1 MCJ-KO

IIWT
0,87

0,27

Supervivencia acumulada

Fig 5.1 Curvas de supervivencia de
0,0 ratones WT (n=30) y MCJ-KO (n=25)

Tiempo (dias)
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5.1.2 Mayor expresion de MCJ conforme aumenta el grado de colestasis

Para investigar una posible regulacién de MCJ con el dafio hepatico por colestasis
determinamos la expresidn de MCJ en el tejido hepatico de ratones WT tras la LCB a
diferentes tiempos. Encontramos que los niveles de ARNm de MCJ se iban
incrementando con el paso de los dias y por lo tanto con el dafio hepatico (Fig. 5.2 A), lo
que también se tradujo en mayores niveles proteicos de MCJ a nivel hepatico (Fig. 5.2
B). Esta regulacién de MCJ con el dafio hepatico por acidos biliares pone de manifiesto
la relevancia de MCJ en la patogenia de la enfermedad hepatica colestdsica.

A
10 . 8
8 Control 3 dias 7 dias 14 dias
£ LCB LcB LCB
g ¢ , : —_
g L ————_ - | MC]
O C o
E:g 4 ” P =
5 ——— —— e— > < <> | GAPDH
3 - — ——
w2
, W M i |

Control 3 dias 7 dias 14 dias
LCB LCB LCB

Fig 5.2 Niveles de MCJ en tejido hepético de ratones WT tras LCB. (A) Expresiéon de ARNm de MCJ. Cuatro
ratones de cada tiempo, representado como media y error estandar de la media. *p<0,05; **p<0,01. (B)
Niveles de MCJ por western blotting.

5.1.3 Menor dafio hepatico por colestasis en ausencia de MCJ

Para determinar el papel de MCJ, ratones WT y MCJ-KO fueron sacrificados a las
48 horas de la realizacién de la LCB. A este tiempo, a nivel hepatico se pudo ver
infiltracidon de células inflamatorias, necrosis hepatocelular y proliferacién ductal. La
afectacion hepatica fue mas llamativa en el grupo de ratones WT (Fig 5.3 A), lo que se
pudo comprobar con la evaluacién de la inflamaciéon hepatica determinada por la
presencia de células positivas para F4/80 (macrdfagos). Los ratones MCJ-KO presentaron
de media un menor infiltrado inflamatorio, lo que fue estadisticamente significativo (Fig
5.3 B). Esto nos indica que la ausencia de MCJ protege al hepatocito del dafio por
colestasis.
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Fig. 5.3 Analisis histolégico del tejido hepatico de ratones WT (n = 8) y MCJ-KO (n = 4) tras 48 horas de la
LCB. (A) Dafio hepético por tincién con H&E. (B) Inflamacidn hepatica evaluada por tincién F4/80. *p<0,05.

Estos resultados en la histologia se correlacionaron con la reduccién en los
niveles de c-Jun N-terminal fosforilado (p-JNK) en el higado de los ratones MCJ-KO (Fig.
5.4), quinasa de estrés que promueve el dafio y apoptosis celular. La activacidon de JNK
puede provocar una alteracién en la membrana mitocondrial haciéndola disfuncionante.
Esto explica que, junto con los menores niveles proteicos de p-JNK observados en
ratones MJC-KO, obtengamos una menor expresién de genes relacionados con la
biogénesis mitocondrial (PGCla, Tfam, NRF1) en el tejido hepatico de estos ratones (Fig.
5.5), indicdndonos un menor dafio mitocondrial con menor necesidad de
recuperaciones en los ratones MCJ-KO.

WT MCJ-KO
Basal 48 horas LCB Basal 48 horas LCB

Fig.5.4 Activacién de JNK evaluada por western blotting en tejido hepatico de ratones WT y MCJ-KO a
tiempo cero (basal) y tras 48 horas de la LCB.
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Fig. 5.5 Expresiéon de ARNm en tejido hepatico de genes relacionados con biogénesis mitocondrial en
tejido hepatico de ratones WT y MCJ-KO a tiempo cero (control) (n =5 para WT, n = 4 para MCJ-KO) y tras
48 horas de la LCB (n = 8 para WT, n = 4 para MCJ-KO). Representado como media y error estandar de la
media. *p<0,05; **p<0,01.

5.1.4 Ausencia de modificacion en la composicion de la bilis por el déficit de MCJ

Un menor daio hepatico en los ratones MCJ-KO se podria explicar por una mayor
concentraciéon de acidos biliares hidrofilicos en la composicidon de la bilis de estos
ratones, los cuales son menos citotdxicos. Por este motivo medimos la cantidad de los
diferentes acidos biliares en suero y en tejido hepatico de los ratones WT y MCJ-KO a las
48 horas de la LCB. La cantidad de acidos biliares totales tanto en suero como en tejido
hepatico no mostrd diferencias (Fig. 5.6). Ademas, se cuantificé cada acido biliar por
separado, tanto a nivel sérico como en tejido hepatico. No encontramos diferencias
significativas en ninguno de los acidos biliares, ni a nivel sérico ni hepatico (Fig. 5.7).

A B
600 - OWTBDL48 h
c c )
o § 3000 1 BMCJ-KO BDL48 h
E =X
5 S 400 £3
g o E 2000 -
- 0 [
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< 32
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Fig. 5.6 Cantidad de acidos biliares totales en suero (A) y en tejido hepatico (B) en ratones WT (n=7) y
MCJ-KO (n = 4). Representado como media y error estandar de la media.
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Fig. 5.7 Cantidad de cada 4cido biliar en suero (A) y en tejido hepatico (B) en ratones WT (n = 7) y MCJ-KO
(n=4).

5.1.4 El tratamiento con siRNA frente a MCJ reduce el dailo hepatico por colestasis

Para evaluar el empleo de MCJ como diana terapéutica en el tratamiento del
dano hepatico por colestasis, examinamos el efecto del silenciamiento de MCJ mediante
el uso de siRNA especifico de MCJ (siMCJ) en ratones WT tras ser sometidos a LCB. Para
ello realizamos este procedimiento quirdrgico a 10 ratones WT, de los cuales
sobrevivieron 8 a los 3 dias, momento en el que los separamos en dos grupos. A un grupo
(n =4) se le inyectd por la vena de la cola el control (siControl) y al otro grupo (n =4) el
siMCJ, repitiendo dicha inyeccién a los 5 dias de la LCB. Todos los ratones fueron
sacrificados a los 7 dias de la LCB. Los niveles de MCJ se midieron por inmunoblot,
observando una reduccidn de la expresidn de esta proteina con el tratamiento de siMCJ
(Fig. 5.7A). El analisis del dafio hepatico por histologia mostré minimas dreas necréticas
en los higados de los ratones tratados con siMCJ en comparacién con los controles (Fig.
5.7B). Ademas, el andlisis de la inflamaciéon hepatica mostré un menor nimero de
macrofagos en el higado de los ratones tratados con siMCJ (Fig. 5.7C).

La inflamacién es la que contribuye en gran medida al desarrollo de fibrosis. A
los 7 dias de la LCB no es frecuente ver una fibrosis llamativa, pero a este tiempo la
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fibrogénesis esta en curso (105). Para analizar esta fibrogénesis empleamos la expresiéon
de Alpha-smooth muscle actin (aSMA) y la tincién Rojo Sirio. aSMA es un marcador de
células estrelladas hepaticas activadas, miofibroblastos e hidroxiprolina, aminoacido
presente principalmente en el colageno; y el Rojo Sirio tifie el tejido conectivo de rojo
intenso. Observamos que tanto la expresién de aSMA como la tincidn con Rojo Sirio era
menor en los ratones tratados con siMCJ (Fig. 5.7D y E). Estos resultados demuestran
gue la inhibicién de la expresién de MCJ puede revertir el dafio hepatico por colestasis.
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Fig. 5. 7 Silenciamiento especifico de MCJ en ratones WT tras LCB. (A) Silenciamiento de MCJ evaluado
por inmunoblot. (B) Areas necréticas observadas mediante tincién de H&E, 10X. (C) Inflamacién hepética
evaluada por tincion con F4/80, 40X. (D) Tincion aSMA en tejido hepatico. (E) Tincién Rojo Sirio en
ratones tras 7 dias de BDL sin y con silenciamiento de MCJ. *p<0,05; ***p<0,001. De cada grupo se
empled 4 ratones. Representacion como media y error estandar de la media.
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5.2 LA PERDIDA DE MCJ PROTEGE A LOS HEPATOCITOS DE LA TOXICIDAD POR ACIDOS
BILIARES

La ausencia de MCJ facilitaria la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial
en el higado. Para estudiar si MCJ modula el daifo hepatico inducido por acidos biliares,
aislamos hepatocitos primarios de ratones WT y MCJ-KO y los tratamos con altas
concentraciones de acido desoxicdlico (DCA).

5.2.1 Menor apoptosis en hepatocitos con déficit de MCJ

A las 2 horas de la administracion de DCA, se observé una marcada toxicidad de
los hepatocitos primarios de WT, mientras que los hepatocitos MCJ-KO estaban
significativamente protegidos, como se puede observar en la determinacién de la
actividad de la caspasa-3 (Fig. 5.8 A). Ademas, para demostrar que la resistencia contra
la toxicidad por dacidos biliares era consecuencia de la ausencia de MCJ, reprimimos
transitoriamente su expresion en hepatocitos WT con un shRNA (ShMCJ) para reducir
los niveles de MCJ, reduciéndose la muerte hepatocitaria en los ShMCJ (Fig. 5.8 B). De
forma similar, restauramos la expresién proteica de MCJ en hepatocitos MCJ-KO
transfectando el pldasmido HA-MCJ, asi como, sobreexpresamos MCJ en los hepatocitos
WT, y evaluamos nuevamente las respuestas a DCA. La expresidon de MCJ generada en
los hepatocitos MCJ-KO reinstaurd la sensibilidad de estas células a la apoptosis inducida
por DCA, y la mayor expresion de MCJ en los hepatocitos WT aumento la muerte celular
(Fig. 5.8 C). La comprobacién de la eficacia en el silenciamiento y la sobreexpresién de
MCJ se muestra en la Fig. 5.9.
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Fig. 5. 8 Determinacion de la muerte hepatocitaria a diferentes tiempos tras tratamiento con DCA medidos
por la actividad de la caspasa 3. (A) Muerte celular en hepatocitos WT y MCJ-KO. ***p<0,001. (B) Muerte
celular en hepatocitos WT y ShMCJ. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 WT vs MCJ-KO o WT shMClJ. (C)
Muerte celular en hepatocitos WT y MCJ-KO con sobreexpresion de MCJ. **p<0,01 WT vs WT OEMCJ;
#p<0,05 ###p<0,001 MCJ-KO vs MCJ-KO OEMCIJ. Cada condicidn se hizo por triplicado, y esta representado
como la mediay el error estandar de la media.
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Fig. 5.9 Expresién de MCJ por Western blotting en hepatocitos WT, MCJ-KO, ShMCJ y MCJ-KO
sobreexpresado MCJ.

Al igual que ocurria en el tejido hepatico de los ratones, la activacién de JNK en
los hepatocitos se correlacionéd con la muerte celular. Los hepatocitos MCJ-KO
presentaron una menor activacion de JNK (p-JNK) comparados con los WT,
especialmente en los primeros minutos tras el tratamiento con DCA (Fig. 5.10). El
descenso en el dafio hepatocelular en MCJ-KO fue respaldado por unos niveles de ARNm
menores de citoquinas inflamatorias (Fig. 5.11 A). Ademas, también a nivel génico se
observé una mayor expresion del principal receptor nuclear para los acidos biliares, FXR,
y de importantes transportadores de acidos biliares (Fig. 5.11 B). Por lo tanto, estos
datos muestran que la pérdida de MCJ confiere resistencia a la toxicidad por acidos
biliares en hepatocitos.
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Fig 5.10 Activacion de JNK evaluada por Western blotting en hepatocitos WT y MCJ-KO tras el tratamiento
con dosis téxicas de DCA.
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Fig. 5.11 Expresion relativa de ARNm en hepatocitos de diferentes genes inflamatorios (A) y de
transportadores de acidos biliares y FXR (B). Cada condicion se hizo por triplicado. Representado como
media y desviacién estandar. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.2.2 Menor formaciéon de ROS en hepatocitos con déficit de MCJ

El estrés oxidativo es un mecanismo crucial causante del dafio hepatico por
colestasis. Los acidos biliares promueven la formacién de ROS, los cuales oxidan y
modifican proteinas, lipidos y ADN, y producen la activacion de JNK, lo que conduce todo
ello a la muerte del hepatocito. Por ello analizamos la produccién de ROS total en
hepatocitos WT y MCJ-KO tras el tratamiento con DCA, observando que la dosis téxica
del acido biliar incrementaba la produccién de ROS en los hepatocitos WT, sin afectar a
los niveles de ROS en los hepatocitos MCJ-KO (Fig. 5. 12 A). Como la mitocondria es una
fuente importante de produccion de ROS, analizamos ademas el ROS especifico
mitocondrial, el superdxido (027), con resultados similares. Encontramos altos niveles de
ROS mitocondrial en hepatocitos WT, pero no en hepatocitos MCJ-KO tras DCA (Fig. 5.12
B). Esta produccién de ROS mitocondrial puede ser debida a la inhibicién de diferentes
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial por parte de los acidos biliares que
provoca la fuga de electrones de dicha cadena. Ademas, se atribuye a los acidos biliares
una accion directa sobre la membrana mitocondrial que reduciria su potencial de
membrana al producirse en ella poros. Para evaluar este hecho, examinamos el
potencial de membrana mitocondrial en hepatocitos WT y MCJ-KO sin y con DCA
fijAndonos en los cambios que la administracion de este acido biliar provocaba en la
membrana mitocondrial. De acuerdo con los resultados anteriores, la ausencia de MCJ
protegioé de la despolarizacién de la membrana mitocondrial, es decir, de la pérdida del
gradiente eléctrico y quimico (Fig. 5.13).
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Fig. 5.12 Medicidn de la produccion de ROS en hepatocitos WT y MCJ-KO con DCA. (A) Produccién de ROS
total. (B) Produccion de ROS mitocondrial. Cada condicidn se hizo por cuadruplicado, y esta representado
como media y error estandar de la media. *p<0,05; ***p<0,001.
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Fig. 5.13 Potencial de membrana mitocondrial en hepatocitos WT y MCJ-KO tras dosis toxicas de DCA,
calculado mediante el ratio Red/Green con el colorante JC-1 por citometria de flujo. Cada condicion se
hizo por cuadruplicado, y esta representado como media y error estandar de la media. *p<0,05.

5.2.3 Mayor actividad mitocondrial en los hepatocitos con déficit de MCJ

La principal funcién de la mitocondrial es proveer de energia (ATP) a través de la
fosforilaciéon oxidativa. La despolarizacién de membrana, ademas de conducir a una
produccién excesiva de ROS como hemos visto en los hepatocitos WT con DCA, también
genera menor produccién de ATP. Por tanto, analizamos el efecto del DCA en los niveles
de ATP en hepatocitos WT y MCJ-KO, y observamos que el DCA causé una reducciéon mas
marcada de ATP en los hepatocitos WT que en los MCJ-KO (Fig. 5.14 A). Esta menor
depleciéon de ATP en hepatocitos MCJ-KO puede traducir un mayor nimero de
mitocondrias que no se ven afectadas por la toxicidad del acido biliar. Para valorar la
actividad mitocondrial utilizamos un colorante especifico para el marcaje de
mitocondrias activas. Tanto sin DCA como tras DCA, los hepatocitos MCJ-KO presentan
mayor numero de mitocondrias activas (Fig. 5.14 B). Por lo tanto, la presencia en los
hepatocitos MCJ-KO de una menor despolarizacién de membrana mitocondrial, menor
produccién de ROS, mayor produccion de ATP y un mayor numero de mitocondrias
funcionantes, nos indica que la ausencia de MCJ mejora la funcién mitocondrial al
intensificar la respiracién mitocondrial, lo que es capaz de proteger al hepatocito de la
toxicidad por acidos biliares.
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Fig. 5.14 Actividad mitocondrial en hepatocitos WT y MCJ-KO. (A) Produccion de ATP total en hepatocitos
tras administracion de DCA. (B) Mitocondrias activas tras administracion de DCA. Cada condicidn se hizo
por triplicado, y esta representado como media y error estdndar de la media. *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001.

5.3 EXPRESION DE MCJ EN PACIENTES CON ENFERMEDAD HEPATICA COLESTASICA

Por ultimo, determinamos si la proteina MCJ estd regulada en pacientes
diagnosticados de las dos enfermedades colestdsicas croénicas del adulto mads
frecuentes, la colangitis biliar primaria y la colangitis esclerosante primaria.

5.3.1 Niveles hepaticos de MCJ elevados en pacientes con una enfermedad hepdtica
colestasica

Evaluamos la expresidon de MCJ por inmunohistoquimica en biopsias hepaticas
de una cohorte de pacientes diagnosticados de CBP y CEP (n = 37) y lo comparamos con
la expresion de dicha proteina en biopsias de tejido hepatico sin alteraciones
provenientes de donantes de higado (n = 18) (50% mujeres y 50% hombres, con una
edad media de 61,9 afios, minimo de 29 y maximo de 81 afios). Las caracteristicas
basales de los pacientes se muestran en la Tabla 5.1. La cuantificacién de MCJ reveld
unos niveles significativamente mayores en pacientes con CBP y CEP que en los sujetos
sin dafio hepatico (Fig. 5.15 A). Dado que la cohorte de pacientes con enfermedad
colestdsica incluia pacientes con diferentes grados de afectacidén hepatica, analizamos
los niveles de MCJ en funcién de la presencia de una enfermedad inicial (estadio | y Il de
Ludwig y Scheuer) o avanzada (estadio Ill y IV de Ludwig y Scheuer), no encontrando
diferencias significativas (Fig. 5.15 B). Estos datos sugieren un papel de MCJ en el
desarrollo de la enfermedad hepdtica colestasica crénica.
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Todos los Enfermedad Enfermedad p*
pacientes n = 37 inicialn=24 avanzadan=13

Género (M/H) 32/5 21/3 11/2 0,99
Etiologia (CBP/CEP) 34/3 23/1 11/2 0,28
AMA + (%) 82,6 88,9 60 0,19
ANA + (%) 17,4 11,1 40 0,19
AST (U/L) 73,61+ 49,30 57,21+ 24,20 151,50+ 67,21 0,07
ALT (U/L) 87,04 + 43,59 85,68 + 45,68 93,50+ 36,70 0,75
GGT (U/L) 224,22 + 188,46 224,37 £189,46  223,50+212,28 0,99
FA (U/L) 251,57 £ 219,24 213,05 £ 143,72 434,5+ 417,79 0,37
Bi total (mg/dL) 2,04 £3,10 1,14 +£2,04 6,32 + 4,03 0,08
Albtimina (g/dl) 4,08 £ 0,62 4,29 £ 0,35 3,1+0,73 0,04
Plaquetas (10°/L) 234,13 + 77,62 246,79 £ 66,99 174,00+ 106,90 0,09
MCJ (% area positiva) 49,91 £ 21,97 51,64 +22,81 46,73 £ 20,81 0,52

Tabla 5.1 Caracteristicas basales de los pacientes con enfermedad hepatica colestasica cronica. Los datos
cuantitativos estan expresados como media + desviacidn estandar. *Enfermedad inicial vs enfermedad

avanzada.
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Fig. 5.15 Inmunohistoquimica de MCJ en tejido hepatico humano. (A) Expresidon de MCJ en tejido hepatico
sin alteraciones y afecto por CBP. (B) Expresiéon de MCJ en pacientes con enfermedad hepatica colestasica
cronica en estadio inicial y avanzado. ****p<0,0001. Expresado como media y error estandar de la media.
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Si excluimos del analisis a los pacientes con enfermedad avanzada, en los que los
niveles de MCJ por inmunohistoquimica pueden estar infraestimados debido a la
destruccion hepatocitaria existente, observamos que los niveles de esta proteina se
correlacionan con los niveles de ALT en suero (r = 0,47; p = 0,04), es decir, con el dafio
hepatocelular. De acuerdo con este resultado, si analizamos con detenimiento aquellos
pacientes con enfermedad inicial y niveles de ALT superiores a tres veces el limite alto
de la normalidad (105 Ul/ml), vemos que presentan una mayor expresiéon de MCJ en
tejido hepatica (70,26 + 10,16 vs 41,88 + 21,79; p = 0,01) (Fig. 5.16).
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T 70 - T B ALT > 105 UI/L
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o 50 4

@

&5 40

£ 304

E 20 1 Fig. 5.16 Expresion de MCJ en tejido hepatico de pacientes
10 1 con un estadio inicial de enfermedad colestdsica crénica en
0- funcidn del nivel en suero de ALT. *p<0,05.

5.3.2 Asociacidn entre la CBP avanzada y la presencia de anticuerpos anti-MCJ en suero

Dado el caracter autoinmune de la CBP y su relacidon con los anticuerpos
antimitocondriales, quisimos ver si pacientes con CBP expresaban en suero anticuerpos
frente a la proteina MCJ y su relacidn con la afectacidn hepatica. De una cohorte de 54
pacientes diagnosticados de CBP con biopsia hepatica apreciamos una positividad para
estos anticuerpos en el 11,11% de los casos. Las caracteristicas de dichos pacientes en
funcién de la presencia de anticuerpos anti-MCJ se muestran en la tabla 5.2. A pesar de
ser una cohorte pequeiia y con escasos pacientes con una enfermedad avanzada,
observamos que todos los sujetos con anticuerpos anti-MCJ, excepto uno, presentan
una CBP con un estadio de fibrosis avanzada (Fig. 5.17). Ademads, estos pacientes con
anticuerpos anti-MCJ presentan una peor funcién hepatica como refleja la presencia de
una mayor bilirrubina y menor concentracidn de albumina. Por estos motivos podemos
estar ante un posible biomarcador de enfermedad colestasica avanzada.
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Anti-MCJ negativo  Anti-MCJ positivo 0]
(n=48) (n=6)
Edad (afios) 58,9 + 13,7 64 +17 0,41
AST (U/L) 57,3+43,6 76 £19,1 0,36
ALT (U/L) 65+53,4 55,6 + 35,6 0,71
GGT (U/L) 152,6 + 147 186,4 £ 229,8 0,66
FA (U/L) 179,4 + 92,7 251,2 + 159,8 0,38
Bi total (mg/dL) 09+0,5 1,8+0,9 0,007
Albumina (g/dl) 4,1+0,5 3,2+0,7 0,002
Plaquetas (10°/L) 250,1 + 88,2 80,5+41,5 0,001
Estadio de enfermedad, n (%)
Inicial 38(79,2) 1(16,7) 0,005
Avanzada 10 (20,8) 5(83,3)

Tabla 5.2 Caracteristicas de los pacientes con colangitis biliar primaria en funcién de la positividad frente

a anticuerpos anti-MCJ. Los datos cuantitativos estan expresados como media * desviacidn estandar.
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Fig. 5.17 Ausencia o presencia de anticuerpos anti-MCJ en suero de pacientes con CBP (n = 54) en

funcion del estadio de enfermedad.
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6. DISCUSION
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Las mitocondrias desempefian un papel fundamental en la produccion de
energia, la termogénesis, la homeostasis del calcio y hierro, la respuestainmune innata,
la produccién de ROS y en la muerte celular programada (apoptosis) (116). Mutaciones
en cualquier gen que codifique una proteina mitocondrial puede conducir a una
disfuncién mitocondrial dando lugar a los trastornos primarios mitocondriales, los
cuales suelen afectar a varios 6rganos (116,117). Pero la disfuncion mitocondrial
también se puede producir por toxinas enddgenas y exdgenas. Los hepatocitos son uno
de los tipos celulares con mayor densidad de mitocondrias dada su alta actividad
metabdlica que requiere la sintesis continua de ATP, por este motivo son mas
susceptibles a aquellos factores que afectan a la funcién mitocondrial como el alcohol,
drogas, sobrecarga de cobre y hierro, y la colestasis (118).

Tanto en estudio en modelos animales como en humanos se han documentado
alteraciones mitocondriales en diversas enfermedades hepaticas como en el dafio
hepatico inducido por drogas (66), la enfermedad hepatico grasa no alcohdlica (67), la
enfermedad hepatica alcohdlica (119), hepatitis virales (120) y colestasis (121), y se ha
propuesto a la disfuncidén mitocondrial como un mecanismo comun en sus patogenias y
en la progresién del dafio hepdtico. Por lo tanto, el estudio del papel de la mitocondria
en estas hepatopatias puede mejorar el conocimiento de los mecanismos patogénicos y
permitir el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos.

La colestasis, definida como cualquier condicion que causa retenciéon y
acumulacién de acidos biliares potencialmente tdxicos en el higado, puede ser
desencadenada por diferentes causas, como la inflamacion, infeccidn viral, téxicos,
enfermedades autoinmunes u obstruccion del arbol biliar, e induce muerte celular,
inflamacidn y fibrosis hepatica (122). Varios estudios sugieren un papel primordial de la
mitocondria en la fisiopatologia de la colestasis hepatica, participando en varios pasos
relacionados con la progresidon de la enfermedad (71,72,78). Se ha observado una
reduccidon de la funcién mitocondrial durante la colestasis experimental, pero los
mecanismos especificos causantes de esta disfuncién en la colestasis hepatica son aun
controvertidos. Por este motivo en nuestro trabajo hemos estudiado el papel de la
mitocondria en la colestasis hepatica, centrandonos en la proteina mitocondrial MCJ,
inhibidor endégeno de la funcidon mitocondrial. Para ello hemos empleado como
modelos la adicidn de altas concentraciones de un acido biliar a hepatocitos cultivados
in vitro, y la LCB in vivo; ambos modelos bien establecidos de toxicidad a hepatocitos
(123,124).

La CBP y la CEP son las dos enfermedades colestasicas crdnicas del adulto mas
frecuentes cuya etiopatogenia es desconocida. Cada afio se diagnostica un mayor
numero de casos nuevos debido, probablemente, a la mayor deteccion de casos silentes
y asintomaticos como consecuencia del mayor conocimiento de la patologia y de la
mejora de las técnicas diagndsticas. La CBP generalmente tiene un curso evolutivo lento,
pero hasta un 30% de los pacientes pueden desarrollar tempranamente fibrosis y fallo
hepatico (125). La respuesta al tratamiento con UDCA en la CBP ha demostrado
aumentar la supervivencia en estos pacientes; no obstante, se ha determinado que
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alrededor del 35-40% de los pacientes presentan una respuesta insuficiente a UDCA y el
5% son intolerantes, estando estos pacientes en riesgo de progresion a cirrosis (126).
Ademas, no existe un tratamiento médico eficaz para la CEP, por lo que invariablemente
esta patologia progresa a cirrosis. Nuestro estudio puede allanar el camino para el
desarrollo de biomarcadores prondsticos y de nuevos enfoques terapéuticos en estas
patologias hepaticas tan relevante.

MCJ es una proteina de la membrana mitocondrial interna identificada como un
inhibidor enddgeno de la respiracién mitocondrial en el corazén, en células T y en
macroéfagos (91,100,101), y recientemente en higado por nuestro grupo (102). Parece
gue interactia con el complejo | de la CTE inhibiendo su actividad. Este hallazgo
novedoso ha dado a conocer uno de los pocos inhibidores enddgenos de la funcién
mitocondrial en mamiferos y ha abierto una nueva area de investigacion para las
enfermedades asociadas a la disfuncién mitocondrial como las enfermedades hepaticas.
El modelo de ratén MCJ-KO nos ha permitido estudiar el papel de la mitocondria en la
toxicidad por acidos biliares.

Dado el efecto regulador de MCJ sobre la actividad mitocondrial, investigamos si
dicha proteina puede modular el dafio hepdtico causado por colestasis. Lo primero que
apreciamos fue una mayor supervivencia de ratones MJC-KO tras la LCB frente a los
ratones WT, que se tradujo en un menor dafio a nivel hepdtico. Los ratones WT
presentaron a nivel hepatico un dafio histoldgico mas severo, detectando mayor
infiltraciéon de macrdéfagos y mds dreas necréticas, aunque esto ultimo no fue
significativo probablemente por el corto periodo de tiempo de evaluacién (48 horas).
Acorde con estos resultados, encontramos una mayor activacién de JNK (p-JNK) en los
ratones WT. JNK pertenece a la familia de las MAPKs cuya activacién sostenida
contribuye al desarrollo de inflamacidn, fibrosis, e incluso a la carcinogénesis (87). El
menos dafio a nivel hepatico de los ratones MCJ-KO con LCB explica la baja expresion de
genes relacionados con la biogénesis mitocondrial; en el caso de los ratones WT esta
expresidon aumenta como mecanismo compensador al dafio mitocondrial para,
probablemente, descender con el avance del dafio hepatico y la disfuncién mitocondrial.

La propia colestasis da lugar a cambios en la expresion de genes y enzimas
relacionados con la formaciéon de bilis y de los sistemas de transporte hepatobiliares
como mecanismo adaptativo. El principal regulador de todo esto es FXR, cuya activacién
por la acumulaciéon de acidos biliares reduce la concentracion hepatocelular de acidos
biliares y su citotoxicidad al regular la expresidén de transportadores de los componentes
biliares (122). Por este motivo, cabe pensar que el menor dafio hepatico en los ratones
MCIJ-KO sea consecuencia de una mayor regulaciéon de estos mecanismos, y por ello
medimos la cantidad de acidos biliares totales y sus tipos en suero y a nivel hepatico en
los ratones tras la LCB. No encontramos diferencias a ningun nivel, indicdandonos una
escasa accion de MCJ sobre la sintesis de acidos biliares, pero no podemos descartar una
accién sobre el transporte biliar. Es posible que a las 48 horas de la LCB alun no se
aprecien los cambios en la composicidn biliar. De hecho, en los estudios in vitro, a nivel
del hepatocito, observamos una mayor expresidon génica de MDR2, BSEP y del inductor
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transcripcional de ambos, FXR, en los hepatocitos deficientes en MCJ. MDR2 (homélogo
murino de MDR3 humano) es el transportador de fosfolipidos de la membrana
canalicular, los cuales son necesarios en la bilis para la formacidon de micelas mixtas y de
este modo proteger al epitelio del ducto biliar de las propiedades detergentes de los
acidos biliares. BSEP es la principal bomba de exportacién de Aacidos biliares
monovalentes y su expresidon o funcién deficiente es causa de colestasis (122). Estos
resultados nos sugieren una modulacidn de la expresién del gen de FXR y/o de los
exportadores canaliculares dependiente de MCJ, aunque los mecanismos precisos
quedan por determinar.

Al igual que lo observado en los estudios in vivo, la administraciéon de DCA a
hepatocitos WT y MCJ-KO mostré un claro efecto protector de la ausencia de MCJ al
detectar menor apoptosis en estos ultimos. De manera interesante, encontramos que
el silenciamiento de MCJ en hepatocitos WT contrarrestd la toxicidad por acidos biliares,
mientras que la restauracion de la expresién de MCJ en hepatocitos MCJ-KO revirtio
completamente la proteccién que les conferia la ausencia de MCJ.

La mitocondria es la principal fuente de energia de los hepatocitos ya que se
encargan de generar ATP. Los carbohidratos (glucosa), los lipidos (acidos grasos) y las
proteinas (aminodcidos) convertidos en Acetil-CoA se oxidan en una serie de reacciones
guimicas que en su conjunto se denominan el ciclo de Krebs, generando ATP y agentes
reductores, nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) y flavin adenin dinucleétido
(FADHz), que seran utilizados en numerosas reacciones bioquimicas. Estas moléculas
reductoras se oxidan aun mds a través de la fosforilacion oxidativa por la cadena
trasportadora de electrones mitocondrial para producir mds ATP (127). Este proceso
metabdlico de la fosforilacidn oxidativa juega un papel clave en la iniciacidn y progresién
de las enfermedades hepaticas ya que es fuente de ROS, los cuales inducen la expresion
de citoquinas proinflamatorias y desencadenan sefiales de muerte (128). De hecho,
estudios previos han mostrado que el estrés oxidativo y la influencia de la mitocondria
es el elemento mas importante durante las primeras fases de la colestasis (121). En
nuestro estudio vemos que ya a los 30 minutos de la administracién de DCA a los
hepatocitos WT aumenta la produccién de ROS. Este resultado por una parte corrobora
la importancia del estrés oxidativo en el dafio hepatico por colestasis, y por otra nos
indica una accién directa de los acidos biliares sobre componentes de la cadena
respiratoria mitocondrial y/o sobre la membrana mitocondrial.

Los complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial se pueden
unir formando supercomplejos respiratorios o respirasomas. Estas formaciones reiinen
al complejo |, lll y IV facilitando el transporte de electrones y minimizando su fuga y, por
lo tanto, la produccion de ROS (129). Se sabe que MCJ interfiere con la formacién de
supercomplejos en el corazén y células T (91,100), pero se desconocia su accién a nivel
hepatico. En un estudio reciente de nuestro grupo examinamos si MCJ podia regular la
agregacion de supercomplejos en condiciones metabdlicas alteradas como la
hepatotoxicidad por acetaminofén (APAP) (102). En él demostramos que el APAP a dosis
toxicas interrumpe la formacidn de estos supercomplejos tanto en hepatocitos como en
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el higado de ratones WT conduciendo a una mayor produccién de ROS debido a la
elevada fuga de electrones. Ademds, mostramos que, en ausencia de MCJ, los
supercomplejos son resistentes a la acciéon del APAP en las mitocondrias hepaticas, por
lo que la desagregacion de los supercomplejos mediada por APAP depende de MCJ. En
este sentido, en nuestro estudio actual podemos inferir conclusiones similares. Los
acidos biliares toxicos pueden interfieren en la formacién de supercomplejos, lo que
explicaria el aumento de ROS. Como en el caso de la hepatotoxicidad por APAP, la
administracion téxica de acidos biliares en hepatocitos deficientes en MCJ no provocé
cambios en la produccién de ROS, por lo que es posible que los acidos biliares téxicos
promuevan la interaccion de MCJ con el complejo | interfiriendo en su asociacion al
complejo lll (Fig. 6.1). Por lo tanto, unos niveles altos de MCJ pueden predecir una mayor
susceptibilidad a la colestasis.

Otro mecanismo por el cual los acidos biliares pueden desencadenar el aumento
en la produccién de ROS puede ser mediante su interaccion directa con la membrana
mitocondrial. Agui mostramos que el potencial de membrana mitocondrial en
hepatocitos WT desciende con la administracién de DCA lo que indica una pérdida del
gradiente eléctrico y quimico que conlleva a una produccién excesiva de ROS. Por lo
tanto, los acidos biliares pueden incorporarse a la membrana mitocondrial alterando su
permeabilidad y el potencial de membrana. Ademds, vemos que ante la ausencia de
MCJ, los hepatocitos son mas resistentes a esta despolarizacidn. Tal vez la presencia de
MCJ favorezca la incorporacién de los acidos biliares a la membrana mitocondrial y la
modificacion de su composicidn, o sea consecuencia de una mayor activacion de JNK.

Los ROS actuan como agentes oxidantes generando daio a diversas estructuras
celulares, incluyendo DNA, proteinas y membranas lipidicas como la mitocondrial
conduciendo a la disfuncién mitocondrial y a la generacién perpetua de ROS (130).
Ademas, ROS induce la expresidon de citoquinas inflamatorias y la activacién de JNK.
Acorde con esto, junto con la menor produccién de RQOS, encontramos una menor
expresion génica de varias citoquinas inflamatorias y una menor activacién de JNK (p-
JNK) en los hepatocitos deficientes en MCJ. Como mencioné anteriormente, JNK
pertenece a la familia de las MAPK, y en el higado es el efector de las MAPK dominante
que cataliza la fosforilacién de numerosas proteinas (87). JNK activado se transloca a la
mitocondria donde se une a una proteina de la membrana externa mitocondrial
desencadenando una permeabilidad transitoria mitocondrial que disipa el gradiente
necesario para la fosforilacion oxidativa y permite la salida de factores apoptéticos como
el citocromo ¢, lo que conduce finalmente a la muerte del hepatocito (Fig. 6.1). De
hecho, la inhibicidn de la interaccidon entre p-JNK y la mitocondria y la reduccién de la
produccién de ROS mitocondrial, reduce la lesidn hepatica en modelos murinos (87). Por
lo que la inhibicién de MCJ puede reducir la afectaciéon hepdtica por colestasis al
bloquear la sobreproducciéon de ROS vy la activacion de JNK.

La presencia de mayor nimero de mitocondrias metabdlicamente activas y
mayor produccion de ATP en los hepatocitos MCJ-KO tratados con DCA va a favor de la
interaccion de los acidos biliares tanto con la CTE como con la membrana mitocondrial,
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asi como de la importancia de MCJ en el dafio por colestasis. Podemos decir que esta
interaccion de los acidos biliares con la mitocondria es dependiente de la expresién de
MCJ, y que bloqueando MCJ protegemos a los hepatocitos de la toxicidad de los acidos
biliares.
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Fig. 6.1 Representacion del dafio mitocondrial por acidos biliares con la presencia (A) y la ausencia (B)
de MCJ.

Centrandonos en un posible enfoque terapéutico, observamos un menor dano
hepatico en los ratones WT con LCB a los que se les habia disminuido la expresion de
MCJ, lo que hace aun mas destacar el papel de MCJ en la patogenia de la colestasis. La
menor expresion de la proteina MCJ se logré con la transfeccion de moléculas de ARN
interferente dirigidas a suprimir la expresion del gen de MCJ (siMCJ); y la administraciéon
de este siMCJ se llevd a cabo una vez que iniciada la respuesta inflamatoria y fibrética.
Varios ensayos clinicos con este tipo de secuencias de ARN han demostrado una
disminucion genética eficiente y duradera en el higado, con resultados clinicos
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prometedores y con poca toxicidad (131). Este concepto de MCJ como diana terapéutica
es apoyado por la presencia de altos niveles de esta proteina a nivel hepatico de
pacientes con una enfermedad colestdsica crénica, CBP y CEP.

De manera interesante, encontramos que un porcentaje nada despreciable de
pacientes con CBP presentaban en suero anticuerpos frente a la proteina MCJ. La
mayoria de estos pacientes presentan una enfermedad hepatica mas avanzada en su
histologia, por lo que la presencia de estos anticuerpos podria identificar a pacientes
con peor prondstico de una forma no invasiva, pero es necesario comprobar este
resultado en cohortes mas amplias de pacientes y con mayor nimero de sujetos con
enfermedad colestdsica avanzada. Desconocemos el mecanismo que desencadena la
formacidn de estos anticuerpos y si tienen algun papel directo en la patogenia de la
enfermedad, pero la mas plausible es que su aparicidén sea consecuencia de un mayor
dafio celular junto con la pérdida de la inmunotolerancia existente en la CBP.

En resumen, la deficiencia en MCJ protege a los hepatocitos frente a la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, la formacién de ROS, la activacidon de JNK
y la deplecion de ATP consecuencia de la toxicidad por acidos biliares, lo que conduce a
una menor muerte hepatocitaria. Dado nuestros resultados, este estudio demuestra
que la proteina MCJ es un importante regulador de la funcién mitocondrial y del dafio
hepatico asociado a la disfuncion mitocondrial que tiene lugar en las enfermedades
hepaticas colestasicas, asi como en otras patologias como el DILI, donde también hemos
demostramos la importancia de esta proteina mitocondrial. Por tanto, MCJ puede ser
una diana terapéutica para atenuar la lesidon hepdtica y ralentizar la progresion de las
enfermedades colestdsicas crénicas que no responden a las terapias actualmente
disponibles; asi como, un posible biomarcador de mal prondstico.
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El déficit de MCJ protege y previene el daino hepatico por colestasis en el modelo
animal de LCB.

a) Los ratones con pérdida de MCJ presentan una mayor supervivencia tras la
ligadura del conducto biliar.

b) La expresion de MCJ estd regulada por el dafio hepatico por colestasis.

c) La ausencia de MCJ protege al tejido hepatico de la infiltracion inflamatoria
y de la activacidn de JNK, sin afectar a la sintesis de acidos biliares.

d) El silenciamiento in vivo de MCJ atenua la inflamacidn y la fibrosis hepatica
producida por la colestasis.

La pérdida de MClJ protege a los hepatocitos de la toxicidad por acidos biliares.

a) El déficit de MCJ previene la formaciéon de ROS, la activacion de JNK, la
expresion de citoquinas proinflamatorias, y, por tanto, la apoptosis
hepatocelular inducido todo ello por la toxicidad de acidos biliares.

b) El silenciamiento de MCJ en los hepatocitos disminuye la apoptosis,
enfatizando el efecto deletéreo de esta proteina en la colestasis.

c) La ausencia de MCJ se asocia a una mayor expresién de transportadores
hepatobiliares que disminuyen la capacidad citotdxica de los acidos biliares,
indicando una posible modulacién de estos mecanismos de trasporte biliar
por MClJ.

d) Existe una mayor actividad mitocondrial en los hepatocitos deficientes en
MCJ que se traduce en una mayor estabilidad de la membrana mitocondrial
y una mayor produccion de ATP.

Mayor expresion de MCJ en pacientes con enfermedad hepatica colestasica.

a) La expresién de MCJ en tejido hepdtico estd incrementada en pacientes
diagnosticados de CBP y CEP.

b) Se detectan anticuerpos anti-MCJ en suero de pacientes con CBP cuya
presencia se asocia con una fase avanzada de la enfermedad hepatica.

En conjunto, y como conclusiones finales, podemos decir que uno de los mecanismos
clave del dafio hepatico por colestasis es la disfuncién mitocondrial, la cual es menor
ante la ausencia de la proteina mitocondrial MCJ. Este inhibidor endégeno de la cadena
respiratoria mitocondrial emerge como potencial diana terapéutica para mitigar el dafio
hepatico en las enfermedades colestdsicas, asi como un posible biomarcador de
enfermedad hepatica avanzada.
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