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Regulacion local de seiiales de reparacion epitelial en células
estrelladas hepaticas por la insulina/IGF-1

Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), consecuencia de desequilibrios entre la secrecion y la
sensibilidad a la insulina, ha sido identificada como uno de los factores de riesgo en el desarrollo
de la fibrosis hepatica, higado graso no alcoholico, esteatosis no alcohdlica y sus complicaciones
asociadas. Cuando la insulina o el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) se unen a
sus receptores, estos se fosforilan y reclutan proteinas como el sustrato del receptor de la insulina
2 (IRS2), que acopla estos receptores con las vias de sefializacion intracelular. La DMT2, la
obesidad y la enfermedad del higado graso asociada a la disfuncion metabolica estan
estrechamente relacionadas con la resistencia a la insulina, que constituye un factor de riesgo para
el desarrollo de fibrosis hepatica. La fibrosis es una respuesta de reparacion resultante de la
aparicion de lesiones repetidas en el higado en la que, si estas persisten de forma cronica, el
parénquima funcional es reemplazado por una acumulacion excesiva de matriz extracelular
(MEC). Las células estrelladas hepaticas (HSCs) son células residentes que se encuentran en un
estado quiescente en el higado sano. Tras sufrir una lesion, estas se activan transdiferenciandose
a miofibroblastos proliferativos y contractiles, que constituyen la principal fuente de MEC.
Durante este proceso de activacion de las HSCs la autofagia juega un papel fundamental. Se ha
observado que las HSC participan en la resolucion de la fibrosis sufriendo senescencia, apoptosis,
o adquiriendo un fenotipo inactivo. También juegan un papel en la reparacion epitelial secretando
factores paracrinos como el factor de crecimiento de fibroblastos 7 (FGF7). Resultados previos
del grupo han mostrado que IRS2 es necesario para promover la expresion de FGF7, sin embargo,
no se conoce en detalle el papel que desempeiia la sefializacion a través de insulina/I[RS2 en la
reversion de las HSC y la expresion de FGF7. Por ello, se estudio el efecto de la senalizacion de
insulina mediante el analisis de la expresion génica de cultivos de la linea celular LX2, derivada
de HSC, en medio con distinta concentracion de suero y en presencia o ausencia del inhibidor de
la autofagia 3-metiladenina (3MA), asi como mediante inmunocitoquimica. Los resultados de la
expresion génica y de la inmunotincién mostraron que la privacion de suero promovid la
inactivacion de las HSCs y se halldé una sinergia entre la baja concentracion de suero y el
tratamiento con 3MA en la expresion de FGF7, y de otros genes como HSPAIB, asociado a la
inactivacion de las HSCs, o interleukina 6 (/L-6), que podria estar favoreciendo la expresion de
FGF?7, como se ha descrito en fibroblastos.

Palabras clave: IRS2, células estrelladas hepaticas, FGF7, suero bovino fetal, IL-6.
Autor: Alberto Sanchez Almira
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Local regulation of epithelial repair signals in hepatic stellate cells by
insulin/IGF-1

Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM), a consequence of imbalances between insulin secretion and
insulin sensitivity, has been identified as one of the risk factors in the development of liver
fibrosis, non-alcoholic fatty liver disease, non-alcoholic steatosis, and their associated
complications. When insulin or insulin-like growth factor (IGF-1) bind to their receptors, these
become phosphorylated and recruit proteins such as insulin receptor substrate 2 (IRS2), which
couples the receptors to intracellular signalling pathways. T2DM, obesity and fatty liver disease
associated with metabolic dysfunction are closely related to insulin resistance, which is a risk
factor for the development of liver fibrosis. Fibrosis is a repair response resulting from repeated
liver injury in which, if chronically persistent, functional parenchyma is replaced by excessive
accumulation of extracellular matrix (ECM). Hepatic stellate cells (HSCs) are resident cells that
are in a quiescent state in the healthy liver. After injury, they are activated by transdifferentiation
into proliferative and contractile myofibroblasts, which are the main source of ECM. During this
process of HSC activation, autophagy plays a key role. HSCs have been observed to participate
in the resolution of fibrosis by undergoing senescence, apoptosis, or acquiring an inactive
phenotype. They also play a role in epithelial repair by secreting paracrine factors such as
fibroblast growth factor 7 (FGF7). Previous results from the group have shown that IRS2 is
required to promote FGF7 expression, however, the role of insulin/IRS2 signalling in HSC
reversal and FGF7 expression is not known in detail. Therefore, the effect of insulin signalling
was studied by analysing gene expression of HSC-derived LX2 cell line cultures in medium with
different serum concentration and in the presence or absence of the autophagy inhibitor 3-
methyladenine (3MA), as well as by immunocytochemistry. Gene expression and
immunostaining results showed that serum deprivation promoted HSC inactivation and a synergy
was found between low serum concentration and 3MA treatment in the expression of FGF7, and
of other genes such as HSPA 1B, associated with HSC inactivation, or interleukin 6 (/L-6), which
could be favouring FGF7 expression, as described in fibroblasts.
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1.NTRODUCCION

Resultados anteriores del grupo han identificado la sefalizacidon de la insulina puede
coordinar la reparacion de tejidos a través del sustrato del receptor de la insulina 2 (IRS2),
proteina adaptadora que acopla la sefializacidn a través de la insulina a las vias de sefalizacion
intracelulares (Manzano-Nufiez et al., 2019). Se ha descrito en modelos murinos que la
disrupcion de IRS2 resulta en un estado de resistencia a la insulina (Withers et al., 1998);
condicién presente en la diabetes, dificultando la regeneracidn hepatica, y constituyendo un
factor de riesgo para el desarrollo de la fibrosis (Aller et al., 2020), en la que la activacion de las
células estrelladas hepaticas (HSCs) se ha identificado como la principal fuente de acumulacidn
de matriz extracelular (MEC) (Puche et al., 2013). Sin embargo, se desconoce el papel que
desempenia la sefializacién de la insulina en la reversion de las HSCs y en la expresion de factores
paracrinos que promueven la regeneracion, como el factor de crecimiento de fibroblastos 7
(FGF7).

1.1. DIABETES

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), resultado de desequilibrios entre la secrecion y la
sensibilidad a la insulina (Tuomi et al., 2014) ha sido identificada como uno de los factores de
riesgo en el desarrollo de la fibrosis hepatica, higado graso no alcoholico, esteatosis no alcoholica
y sus complicaciones asociadas (Trivedi et al., 2021; Tuomi et al., 2014). La DMT?2 es la forma
de la enfermedad que presenta mayor prevalencia, suponiendo un 90-95% de todos los casos de
diabetes(Cheng, 2005). Se trata de una enfermedad de origen multifactorial en la que entre los
principales factores que contribuyen a su desarrollo se encuentran la edad, los antecedentes
familiares, el sobrepeso, el aumento de la grasa abdominal, la hipertension, la falta de ejercicio
fisico y la etnia(Van Tilburg et al., 2001).

Los individuos diabéticos muestran una cicatrizacion de las heridas impedia y tienen
mayor riesgo de mortalidad asi como una mayor tasa de morbilidad que la poblacion general,
presentando tasas de mortalidad debidas a enfermedades cardiacas de dos a cuatro veces
superiores a los individuos no diabéticos (Baltzis et al., 2014; Deshpande et al., 2008). La
prevalencia mundial de la diabetes en adultos se ha visto notablemente incrementada durante las
ultimas décadas (Ogurtsova et al., 2017), de 108 millones de adultos en 1980 a 422 millones en
2014 (Zhou et al., 2016).

La DMT?2, la obesidad y la enfermedad del higado graso asociada a la disfuncion
metabolica son trastornos intimamente relacionados con la resistencia a la insulina(Beaulant et
al.,, 2022), un estado que se caracteriza por una respuesta biologica alterada a los niveles
circulantes normales de insulina que viene acompafiado de hiperinsulinemia como mecanismo
compensatorio para mantener una concentracion normal de glucosa en el plasma. Los pacientes
con resistencia a la insulina experimentan acumulacion de lipidos y un aumento de la actividad
lipolitica en el tejido adiposo(Adamczak et al., 2022). Ademas, la resistencia a la insulina
constituye un factor de riesgo para el desarrollo de fibrosis hepatica en pacientes con DMT2(Aller
et al., 2020).

1.2. SENALIZACION DE LA INSULINA/IGF-1

La insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) modulan un amplio
espectro de procesos bioldgicos al actuar sobre dos receptores tirosina kinasa estrechamente



relacionados. La activacion de estos receptores inicia una cascada de eventos de fosforilacion que
resulta en la activacion de diferentes enzimas responsables del control de multitud de aspectos de
vias de sefalizacion metabdlicas(Boucher et al., 2014), como aparece en la figura 1.

La sefializacion a través de la insulina/IGF-1 cuenta con diferentes puntos de regulacion, tanto
positiva como negativa, para asegurar una duracion e intensidad de la sefial apropiadas.
Alteraciones en estos puntos de regulacion pueden llevar al desarrollo de resistencia a la insulina.

En cuanto se une el ligando a las subunidad a del receptor, tanto en el caso del receptor de la
insulina como en el del receptor de IGF-1, ambos sufren un cambio conformacional que induce
la activacion de la actividad kinasa en las subunidades f3, lo que resulta en la transfosforilacion
entre subunidades B, aumentando la actividad kinasa, y permitiendo el reclutamiento de sustratos
de los receptores tales como IRS1 e IRS2, activando entre otros, ¢l eje fosfoinositol-3-kinasa
(PI3K)/proteina kinasa B (AKT).

Insulina o IGF-1
Receptor de
insulina o IGF-1
()
K o
Vias de senalizacion RAS/ERK PI3K/AKT
Proliferacién Supervivencia

Ciclo celular
Sintesis de glucégeno

Figura 1: Seiializacién de la insulina e IGF-1. La activacion de los receptores de insulina e IGF-1 por parte de sus ligandos
induce una cascada de fosforilacién que resulta en el inicio de diversos procesos tales como la regulacion del transporte
de glucosa, la sintesis lipidica, la gluconeogénesis, el control del ciclo y la supervivencia celular, entre otros. Imagen
creada con BioRender, simplificacién basada en Boucher et al. (2014).

1.3. FIBROSIS

La fibrosis hepatica es una respuesta de reparacion resultante de la aparicion de lesiones
repetidas en el higado, como consecuencia de enfermedades cronicas tales como la hepatitis viral,
esteatohepatitis alcohdlicay esteatohepatitis no alcoholica, asi como enfermedades autoinmunes
y genéticas (Roehlen et al., 2020). Tras una lesion aguda, las células del higado se regeneran y
reemplazan aquellas células necroticas o apoptoticas. Este proceso esta asociado a la respuesta
inflamatoria y una deposicion limitada de matriz extracelular (Bataller & Brenner, 2005). Si la
lesion persiste de forma cronica, finalmente la remodelacion hepatica fracasa y el parénquima
funcional es reemplazado por una acumulacidon excesiva de matriz extracelular, compuesta por

colageno de tipos I, II y III, fibronectina, laminina, y proteoglicanos, entre otros (Biagini &
Ballardini, 1989).

Si no se tratan las causas de la fibrosis, con el tiempo esta puede progresar a cirrosis,
consecuencia final de la fibrosis del parénquima hepéatico, que da lugar a la formacion de nodulos
y a la alteracion de la funcion hepatica, conduciendo finalmente al fallo hepatico (Friedman,
2003).

Actualmente, las terapias para tratar la fibrosis hepatica se enfocan en eliminar o mejorar
el agente causal de enfermedades cronicas hepaticas. Estas terapias han demostrado tener éxito al



bloquear la lesion del higado, deteniendo la progresion de la fibrosis y llegando a observarse la
regresion de esta(Trautwein et al., 2015).

1.4. CELULAS ESTRELLADAS HEPATICAS

Las células estrelladas hepaticas activadas (activated Hepatic Stellate Cells, aHSC)
constituyen la principal fuente de proteinas de la matriz extracelular en enfermedades del higado,
que tienen como consecuencia la aparicion de fibrosis (Mederacke et al., 2013). Las células
estrelladas hepaticas (HSCs) tienen origen mesenquimal y se localizan en el espacio de Disse,
entre hepatocitos y células endoteliales sinusoidales; constituyendo alrededor del 10% de las
células residentes en el higado(Friedman, 2008).

En el higado sano, las células estrelladas hepaticas se encuentran en un estado quiescente
no proliferativo (qHSCs), caracterizado por la acumulacion de vitamina A en gotas lipidicas en
el citoplasma y la expresion de marcadores como el receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas (PPARY) y la proteina acidica fibrilar de la glia (GFAP) (Liu et al., 2020; Puche
et al., 2013). Tras una lesion hepatica o su cultivo in vitro, las HSCs se activan, movilizando las
reservas lipidicas y transdiferenciandose a miofibroblastos proliferativos y contractiles, que se
caracterizan por un incremento en la produccion de matriz extracelular (Tsuchida & Friedman,
2017). El modelo mas aceptado para la diferenciacion desde qHSCs hacia aHSCs propone un
proceso de dos pasos. En primer lugar, se da la iniciacion, en la que las HSCs son estimuladas de
manera paracrina por las células vecinas y se sensibilizan a la accion de citoquinas y otras sefiales
extracelulares, expresando moléculas como ZF9, capaz de promover la transactivacion del
promotor de COLIAI, o la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), que favorece la
adhesion de linfocitos a las HSCs (Hellerbrand et al., 1996; Ratziu et al., 1998). Posteriormente,
se produce la perpetuacion, que implica la total diferenciacion hacia su estado activado,
incluyendo la activacion de la expresion de genes de la matriz extracelular tales como COLIAI,
COL3A41 (De Smet et al., 2021; Friedman,2008).
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Figura 2: Papel de las HSCs en el desarrollo, progresion y regresion de la fibrosis hepdtica. Tras
producirse un dafio cronico en el higado, las células estrelladas hepaticas (Hepatic Stellate Cells, HSCs)
cambian hacia un fenotipo activo, caracterizado por la expresion de actina alfa del musculo liso y colageno,
asi como por una mayor proliferacion, contractibilidad, capacidad de remodelacion de la matriz extracelular
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y quimiotaxis. Cuando se elimina el agente causal del dafio, se puede observar una resolucion de la fibrosis,
en la que la reduccion en el nimero de células estrelladas se debe a la combinacion de procesos de apoptosis,
senescencia o inactivacion. Células estrelladas hepaticas activas, aHSCs; células estrelladas hepaticas
quiescentes, gHSCs. Adaptacion con Biorender de Kitto y Henderson (2021).

Para que tenga lugar la regresion de la fibrosis hepatica, uno de los factores clave es la
reduccion del nimero de aHSCs. De hecho, se ha observado que la eliminacion de miofibroblastos
hepaticos mediante apoptosis constituye un mecanismo clave para que el higado recupere su
arquitectura normal (Iredale et al., 1998). Sin embargo, existen otros mecanismos alternativos,
como la rediferenciacion de miofibroblastos a células estrelladas hepaticas inactivas (iHSCs) o la
induccion de senescencia de las aHSCs que también contribuyen a la regresion de la fibrosis.
Estas iHSCs presentan diferencias con respecto a las gHSCs, reteniendo un estado preactivado
que las hace mas susceptibles de activarse ante subsecuentes estimulos profibrogénicos(Troeger
et al., 2012). Durante este proceso de reversion se reduce la expresion de genes como ACTA2 o
COLIAI que codifican para la alfa actina del musculo liso y el colageno de tipo I,
respectivamente. Actualmente el papel que desempeiia el eje insulina/IGF-1 en la reversion de las
HSCs no ha sido esclarecido por completo. Existen estudios en los que la insulina parece ser capaz
de inducir la activacion de las HSCs, promoviendo una expresion aumentada del factor de
crecimiento de tejido conectivo, que a su vez estimula la fibrogénesis, asi como incrementando
la expresion de colageno de tipo 1 (COL1A41) y de actina alfa del musculo liso (a-SMA), a través
del eje insulina/PI3K-AKT(Cai et al., 2017; Lin et al., 2009; Paradis et al., 2001), mientras que
en otros estudios, el tratamiento de las HSCs con un céctel adipogénico compuesto por
isobutilmetilxantina, dexametasona ¢ insulina, promoviéo la aparicion de un fenotipo
revertido(She et al., 2005; Zhang et al., 2017). Por ¢llo, en el presente trabajo se pretende ahondar
en el papel que cumple la sefializacion a través de la insulina/IGF-1 en el proceso de reversion de
las HSCs y la reparacion tisular.

1.5. IRS2

Como se ha mencionado anteriormente, tras la union del ligando al receptor de la insulina
o de IGF-1, se produce un cambio conformacional del receptor, induciendo la autofosforilacion
de residuos de tirosina y, permitiendo asi el reclutamiento de los sustratos de los receptores. IRS2
es uno de los sustratos del receptor de la insulina cuya funcién es acoplar la sefalizacion de IGF-
1 y de la insulina a las vias de sefalizacion intracelular. Ademas, IRS2 media multitud de procesos
bioldgicos tales como el crecimiento y desarrollo de las células beta pancreaticas, la deteccion de
nutrientes por parte del sistema nervioso central (CNS) y del hipotalamo, asi como la plasticidad
sinaptica en el hipocampo y la formacion de recuerdos o la funcion de las células endoteliales
(White, 2014). En modelos murinos se ha observado que la disrupcion de IRS2 en el higado se
traduce en la aparicion de resistencia a la insulina, y el desarrollo de diabetes tipo 2, asi como en
una mayor dificultad para promover la regeneracion hepatica durante el dafio cronico (Manzano-
Nuiez et al., 2019; Withers et al., 1998).

1.6. FGF7

El factor de crecimiento de fibroblastos 7 (FGF7), también conocido como factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF), es una proteina de alrededor de 22 kDa que actia como un
potente mitogeno en diferentes tipos de células epiteliales (Rubin et al., 1989). Este factor ejerce
sus efectos bioldgicos promoviendo la reparacion epitelial al unirse a su receptor de alta afinidad
FGFR2-I1Ib, el cual es expresado por varios tipos de células epiteliales entre las que se encuentran
los hepatocitos (Housley et al., 1994; Werner, 1998). La expresion de FGF7 se ve inducida tras
producirse una lesion cutanea, asi como ante dafios en el riidén o en el caso de la enfermedad
intestinal inflamatoria (Brauchle et al., 1996; Ichimura et al., 1996). Esta induccion esta reducida
y aparece con mayor retraso en ratones diabéticos, ademas también se ha observado un retraso en
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la reepitelizacion de la herida en ratones transgénicos deficientes para el FGFR2-III(Werner,
1998; Werner et al., 1994).

En el higado, la expresion de FGF7 ha sido exclusivamente atribuida a las aHSCs, pero
no en las gHSCs ni en otros tipos celulares. Ademas, mediante inmunohistoquimica se ha hallado
una co-localizacion de las sefiales de a-SMA y FGF7 en células similares a los miofibroblastos,
indicando que las aHSCs son una fuente de FGF7 in vivo (Stelling et al., 2004). Asimismo, [RS2
es necesario para la induccion de la expresion de FGF7 por parte de las HSCs, puesto que en
ratones /rs2”" se observaron defectos para inducir la expresion de FGF7 (Manzano-Nufiez et al.,
2019).

Teniendo en cuenta lo anterior, para estudiar los factores que participan en el proceso de
reversion de las HSCs, en este proyecto se empleara la linea celular LX2, células estrelladas
hepaticas humanas primarias inmortalizadas con el antigeno T tumoral grande SV40 tras
sucesivos cultivos de células en pases tempranos en condiciones de baja concentracién de
suero(Xu et al., 2005).

2.HIPOTESIS

Se ha descrito que el suero es capaz de inducir la activacion de las HSCs, asi como que el bloqueo
farmacologico de la autofagia con 3-metiladenina (3MA) reduce la activacion de las HSCs.
Resultados anteriores del grupo han mostrado que IRS2 es necesario para la expresion de FGF7
y que existe una sinergia entre el tratamiento con 3MA y la sobreexpresion de /r:s2 promoviendo
la expresion de FGF7. Por lo que se hipotetiza que la privacion de FBS o el tratamiento con 3-
metiladenina (3MA), que inducirian la inactivacion de las HSCs podrian potenciar la activacion
del eje FGF7/IRS2, ya que podria existir una sinergia entre la privacion de suero y el tratamiento
con 3MA para inducir la expresion de FGF7.

3.0BJETIVOS

I.  Investigar el rol que desempeiia la sefializacion a través de insulina/IRS2 en la reversion
de las HSCs y en la expresion de FGF7.

II.  Caracterizar sefiales que puedan promover la reversion de las HSCs y la expresion de
FGF7, a través del analisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR).

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. CULTIVO CELULAR

4.1.1.Mantenimiento

Las células pertenecientes a la linea celular LX2 (Cat. # SCC064, Sigma-Aldrich),
derivada de células estrelladas hepaticas humanas, fueron cultivadas en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) con alto contenido en glucosa (Gibco), suplementado con 2%
de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor (Sigma-Aldrich), 1% penicilina/estreptomicina
(Fisher Scientific) y 2 mM L-glutamina (Fisher Scientific), en un incubador humidificado, a 37°C,
5% CO:s. El cultivo se realiz6 hasta que se alcanz6 un 70-80% de confluencia. Una vez alcanzada,
se realizé un lavado con 10 mL de Phosphate Buffered Saline 1X (PBS) (8 g NaCl; 0,2 g KCI;
0,2g KH>POg4; 1,44 g Na,HPO4; 1L ddH,O, pH = 7,4) los cultivos fueron tripsinizados (0,25%



tripsina EDTA) (Gibco) durante 3 minutos. Tras este periodo, la tripsina fue inactivada con medio
DMEM vy las células fueron centrifugadas a 300 g durante 3 minutos. Por ultimo, las células
fueron resuspendidas y sembradas a una densidad de 0,6x10° células/placa en placas de 100 mm
(Corning) tras su recuento utilizando un contador Z2 Beckman® Coulter. Se realizaron pases
subsecuentes para preparar los diferentes experimentos.

4.1.2.Descongelacion

Las células fueron descongeladas en medio de cultivo que contiene los componentes
mencionados anteriormente, suplementado con 10% FBS, y centrifugadas durante 3 minutos a
300 g. Tras la centrifugacion, las células fueron resuspendidas en medio DMEM suplementado
con 10% FBS. Transcurridas 24h tras la descongelacion, se les sustituyo el medio por medio
DMEM suplementado con 2% FBS.

4.2. EXPERIMENTOS

4.2.1.Experimento 1: Efecto de la concentracion de suero

Las células LX2 fueron sembradas en una placa de 6 pocillos (VWR) a una densidad de
0,2x10° células/pocillo, con 2 mL/pocillo de medio DMEM suplementado con 2% de FBS.
Transcurridas 24 horas, el medio fue aspirado y se lavo tres veces todos los pocillos con medio
DMEM 0% FBS. Una vez completados los lavados, el medio se sustituyé por medio DMEM
suplementado con 0%; 0,2%; 2% y 10% respectivamente, tal y como se muestra en la figura 3.
Transcurridas 48 horas desde la siembra de las células, se realizo la lisis de estas y la purificacion
del RNA.
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Figura 3: Disefio experimental para el cultivo de HSCs bajo condiciones con distinta concentracion de suero
bovino fetal (Fetal bovine serum, FBS). Las células fueron sembradas en el dia -1, el medio fue reemplazado
por su correspondiente condicion 24 h mas tarde, en el dia 0; y la lisis de las células para la extraccién de
RNA se realizé en el dia 1.

4.2.2.Experimento 2: Tratamiento con 3MA 10 mM, IGF-1 10 nM durante 24 h.

En el dia -1, las células LX2 fueron sembradas en dos placas de 24 pocillos (VWR) a una
densidad de 0,03x10° células/pocillo en 0,5 mL de medio DMEM suplementado con 0%, 0,2%,
2%y 10% FBS respectivamente. Tras 24 horas, a dia 0, para cada pocillo se realizaron tres lavados
con medio DMEM 0% FBS, y posteriormente este fue reemplazado por el mismo medio de
cultivo suplementado con 0%, 0,2%, 2% y 10% FBS, en sus respectivos pocillos; asi como con
factor de crecimiento similar a la insulina 1 humano recombinante (Insulin-like growth factor
1,IGF-1) 10 nM (STEMCELL Technologies) tanto para los pocillos control como para los
pocillos tratados con 3-metiladenina (3MA) (Sigma-Aldrich) 10 mM, como se muestra en la
figura 4.
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Figura 4: Disefio experimental para el tratamiento de las HSCs con 3-metiladenina (3MA) (10 mM) y factor de
crecimiento similar a la insulina (Insulin-like growth factor 1, IGF-1) (10 nM). Las HSCs fueron sembradas por
triplicado en medio de cultivo suplementado con 0% , 0,2%, 2% y 10% FBS. En color azul aparecen los pocillos
tratados con el control (medio suplementado con FBS); en verde, los pocillos tratados con medio suplementado con 10
nM de IGF-1; en violeta los pocillos tratados con medio suplementado con 3MA 10 mM; y en naranja, los pocillos
tratados con medio suplementado con la combinacién de 3MA 10 mM e IGF-1 10 nM.

Para la preparacion del medio suplementado con 3MA se resuspendieron 0,02088 g de
3MA en 14 mL de medio DMEM 0% FBS atemperado. Previamente a su adicion a los pocillos,
el medio fue filtrado con filtros de jeringa de 28 mm de diametro, de 0,2 pum de tamafio de poro
y membrana de polietersulfona (PES) (Corning®). Una vez filtrado, a partir del stock de medio
0% FBS 3MA 10 mM, se prepararé medio al 0,2%, 2% y 10% tal y se aplico el tratamiento tal y
como aparece en la figura 4.

4.3. INMUNOTINCION

Para realizar la inmunotincion, se sembraron 0,025x10° células por pocillo en
cubreobjetos pretratados con gelatina 0,1% en una placa de 24 pocillos. Transcurridas 24 h desde
su siembra (dia 0) el medio DMEM suplementado con 2% FBS fue aspirado, y se realizaron tres
lavados con medio DMEM 0% FBS. Una vez completados los lavados, se afiadio 0,5 mL por
pocillo de medio DMEM suplementado con 0%, 2% y 10% FBS respectivamente, en ausencia o
presencia de IGF-1 10 nM (STEMCELL Technologies); como se muestra en la figura 5.
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Figura 5: Diseiio experimental para el experimento de inmunocitoquimica. Las células fueron sembradas en una
placa de 24 pocillos, en medio suplementado con 0%, 2% y 10% de suero bovino fetal (FBS). En azul aparece el
tratamiento control (medio suplementado con FBS); en verde aparecen los pocillos tratados con medio suplementado
con FBS e IGF-1 10 nM.

A las 48 h desde su siembra, se aspir6 el medio de los pocillos, se realizé un lavado con
PBS 1X y las células fueron fijadas en los cubreobjetos con paraformaldehido (PFA) 4%
(ThermoFisher) durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados
con PBS 1X, y tras el ultimo lavado, las células fueron permeabilizadas con PBS [0,5% Triton
x100] durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después, se realizaron dos lavados con PBS
1X y se incubaron las células en disolucion de bloqueo (PBS [1% BSA, 5% Suero equino, 0,2%
Triton x100]) durante 1 h a temperatura ambiente. Durante la incubacion se prepard una dilucion



1:1000 de anticuerpo primario en disolucion de bloqueo. Se necesitaron 60 pL de disolucion de
anticuerpos por cubreobjetos.

Transcurrida la incubacién con la disolucion de bloqueo, se incubaron las células con la
disolucion de anticuerpo primario que ya estd conjugado al fluoréforo Cy3™ durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron seis lavados con PBS 1X y se incubaron con
la Hoechst diluido en PBS [1% BSA, 0,2% Triton x100] (1:1000) durante 1 h a temperatura
ambiente. Tras la incubacion se realizaron seis lavados con PBS 1X y posteriormente se lavo dos
veces con H,O. Por ultimo, se montd los cubreobjetos en portaobjetos utilizando medio de
montaje fluorescente (Dako). Finalmente, los portaobjetos fueron almacenados en una carpeta de
cartdn para portaobjetos en la nevera a 4°C.

4.3.1.Anticuerpo primario

El anticuerpo primario utilizado para la inmunofluorescencia fue: Anti-Actin, a-Smooth
Muscle - Cy3™ antibody, Mouse monoclonal (1:1000) (Sigma-Aldrich).

4.3.2.Deteccion de los nucleos

Para la deteccion de los nucleos celulares se utilizd el agente intercalante Hoechst
(1:1000) (Sigma-Aldrich).

4.3.3.Adquisicion de imagenes

Para la adquisicion de imagenes de inmunofluorescencia se empled un microscopio
convencional de fluorescencia con una lente objetivo de 20x. Todas las imagenes se adquirieron
con el mismo nivel de exposicion.

El resto de imagenes fueron adquiridas con un microscopio invertido con filtro de
contraste de fases, con el objetivo 10x.

4.4. RT-PCR
4.4.1.Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA en las placas de seis pocillos, se le retir6 el medio de cultivo
a las células LX2 y se realiz6 tres lavados con PBS frio. Posteriormente, se extrajo el RNA
utilizando el kit Nucleospin® RNA (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El RNA fue eluido con 40 uL de agua libre de RN Asas.

La extraccion de RNA de las placas de veinticuatro pocillos se realizdo de la misma
manera, utilizando el kit Quick-RNA™ Miniprep kit (Zymo Research), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para comprobar la calidad del RNA se midieron con el equipo Nanodrop la absorbancia
y los ratios de absorbancia 260/280 y 260/230 nm.

4.4.2.Retrotranscripcion

Por cada reaccion, 250 ng de RNA total fueron retrotranscritos a DNA complementario
(cDNA) utilizando el kit PrimeScript™ RT reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara) siguiendo
las instrucciones del fabricante para el ensayo qPCR del intercalador (TB Green). Se prepar6 una
mezcla comun con los componentes del kit, que posteriormente fue dispensada en viales
Eppendorf de 0,2 mL de volumen. Para cada reaccion se calculd el volumen necesario de RNA
para alcanzar los 250 ng y se afiadio agua libre de RNasas hasta completar un volumen de 10 pL.



Posteriormente, la mezcla de reaccion se incub6 15 min a 37°C (transcripcion reversa), 5 s a 85°C
(inactivacion de la transcriptasa reversa por calor), y finalmente a 4°C. Por tltimo, se diluyeron 4
uL de cDNA con agua libre de RNasas para alcanzar un volumen final de 500 pL (1:125). Esta
disolucion diluida de cDNA fue congelada a -20 °C para su uso posterior. Para un almacenamiento
a mas largo plazo, el cDNA se congel6 a -80°C.

4.4.3.PCR cuantitativa (QPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa comparativa (RT-PCR) se realizo con
el equipo Lightcycler 480 (Roche). Se afiadieron 5 pL de cDNA de la disolucion diluida (1:125)
en cada reaccion PCR por triplicado. El gen de expresion constitutiva RPL19 fue utilizado como
gen de referencia para la normalizacion de la expresion mediante el método ACt. Los pares de
primers (directo/reverso) para cada gen aparecen recogidos en la tabla 1.

Tabla 1. Pares de primers directo/reverso utilizados para amplificar cada gen en la PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-qPCR).

Gen Directo Reverso

IRS2 CCACCATCGTGAAAGAGTGA | TGAAATGGATGCATCGTACC
FGF7 TGCAATGAACAAGGAAGGAA | CCGTTGTGTGTCCATTTAGC
K167 ACGGATTATACCTGGCCTTCC | GGAAGCTGGATACGGATGTCA
SERPINE] | TGATGGCTCAGACCAACAAG | TAGGGCAGTTCCAGGATGTC
IL-6 GCACTGGCAGAAAACAACCT | TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
HSPAIB TCAGGCCCTACCATTGAGGA GAGTCCCAACAGTCCACCTC
COLIAI TGGTGACAAGGGTGAGACAG | CTCCAGAGGGACCTTGTTCA
COL3Al GGTGAGCCTGGTAAGAATGG | CTTGCCATCTTCGCCTTTAG
o-SMA CAGTGGCCATCTCATTTTCA CTGACGTGGCTATTCCTTC
RPLI19 CGAATGCCAGAGAAGGTCAC | CCATGAGAATCCGCTTGTTT

La reaccion PCR fue catalizada por TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNAse H Plus)
(Takara), siguiendo el siguiente programa de PCR: Desnaturalizacion del cDNA a 95°C durante
5 min, seguida de 45 ciclos de amplificacion (95°C 10 s — 58°C 20 s — 72°C 30 s), los cuales son
sucedidos un ciclo de melting curve (95°C 5 s — 65°C 1 min — deteccion continua a 97°C) y por
ultimo un ciclo de enfriamiento en el que se disminuye la temperatura gradualmente desde 40 °C
hasta 4°C.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizé con el software GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA, USA), utilizando el analisis one way ANOVA seguido por una
comparacion multiple post hoc con el método de Tukey entre las distintas condiciones, en el caso
del experimento del suero (n =4). Los resultados fueron expresados como la media + desviacion
estandar (SD). La significancia estadistica se establecio en un valor de p < 0,05 y los resultados
de la prueba estadistica se expresaron de la siguiente manera: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.



5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Tratamiento con 3MA e IGF-1.

Actualmente los mecanismos que inducen el proceso de reversion en las aHSCs no se
encuentran caracterizados detalladamente. Por ello, las células LX2 fueron cultivadas a diferentes
concentraciones de FBS, en presencia o ausencia de 3MA, un analogo de nucledtido que actla
como inhibidor de la autofagia, como control positivo para un fenotipo inactivo; dado que la
autofagia es un proceso de gran importancia para la activacion de las HSCs, participando en el
movilizacion de las gotas lipidicas para obtener energia, observandose un incremento en el flujo
autofagico durante la activacion de estas células(Thoen et al., 2011). Ademas, se ha descrito que
la inhibicion de la autofagia resulté en una atenuacion de la fibrosis a juzgar por la menor
expresion de COLIA1, ACTA2, y un mayor contenido en gotas lipidicas(Hernandez-Gea et al.,
2012). Como se muestra en la figura 6, el tratamiento con 3MA produjo cambios fenotipicos
notables, en los que destaca la presencia de prolongaciones citoplasmaticas similares a las
dendritas, que son caracteristicas de gHSCs (Sato et al., 2003).

A7)

Figura 6: Diferencias fenotipicas en las LX2 tras el tratamiento control (2% FBS) o con 3MA 10 mM. Las células
tratadas con 3MA presentan una morfologia mas ramificada, con prolongaciones citoplasmaticas similares a las
dendritas, fenotipo mas similar al de las qHSCs. Imagenes adquiridas en un microscopio invertido con el objetivo 10X.

En cuanto a nivel transcripcional (figura 7), las células tratadas con 3MA mostraron una
menor expresion de genes asociados a un ambiente profibrético tales como COLIAI, ACTA2, o
SERPINE]I, con la excepcion del gen COL3A41 que vio aumentada su expresion con respecto a las
condiciones control, sugiriendo en general que las células parecian presentar un fenotipo mas
quiescente. Asimismo, también mostraron una expresion mas elevada de /RS2, FGF7, IL-6 y
HSPAIB, que en condiciones control. Por otro lado, se observo una tendencia de los genes FGF7,
1L-6, HSPA 1B a ver reducida su expresion a concentraciones crecientes de FBS, mientras que los
genes asociados a procesos fibroticos ACTA2 y SERPINEI mostraron una tendencia contraria,
incrementando su expresion conforme fue aumentando la concentracion de FBS. Sin embargo,
los genes COLIAI y COL3A1 tendieron a ver reducida su expresion a mayores concentraciones
de FBS.

En lineas generales se halld un paralelismo entre las tendencias de expresion génica de
las células cultivadas en condiciones control y aquellas tratadas con 3MA, observandose un
incremento de genes asociados a la fibrosis como SERPINEI y ACTA2, cuya expresion se vio
atenuada debido al tratamiento con 3MA, insinuando que la exposicion a este compuesto induce
la aparicion de un fenotipo inactivo; asi como una reduccion en genes cuya expresion se encuentra
asociada a un fenotipo mas revertido como HSPAIB o FGF7. Esto parece sugerir una mayor
activacion de las HSCs a mayor concentracion de FBS. Sin embargo, las excepciones encontradas
anteriormente en los genes COLIAI y COL3A1 parecen contradecir esta hipotesis. Una posible
explicacion para este hecho podria ser que dicha contradiccion sea resultado de errores humanos
cometidos durante los distintos pasos llevados a cabo para el procesamiento de las muestras,
puesto que el experimento se realizd una unica vez (N=1). Por ello, se realizaron mas
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experimentos en los que se evalu¢ el efecto de la concentracion de FBS sobre las HSCs para poder
extraer conclusiones validas.
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Figura 7: Niveles de expresion relativa para cada gen en distintas concentraciones de FBS. Se observa una tendencia
a aumentar su expresion a concentraciones crecientes de suero para los genes ACTA2 y SERPINE] relacionados con la
activacion de las HSC y la fibrosis. En estos genes el tratamiento con 3MA 10 mM redujo su expresion con respecto a
las condiciones control. Los genes COL3A41, IL-6, HSPAIB y FGF7 mostraron una tendencia a disminuir su
concentracion conforme aument6 la concentracion de FBS. El tratamiento con 3MA 10 mM indujo una mayor
expresion de los genes anteriormente mencionados con respecto a las condiciones control, también para el caso del gen
IRS2. Experimento n = 1. Las barras representan la media de los replicados técnicos. El color gris representa las
condiciones tratadas con 3MA 10 mM; el color negro, las condiciones control.
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5.2. Efecto de la concentracion de suero.

La similitud hallada entre el tratamiento con 3MA y el cultivo a bajas concentraciones de
FBS en los patrones de expresion de los distintos genes, parece sugerir que las HSCs presentan
un fenotipo mas inactivo bajo estas condiciones. Por ello, se realizé un analisis de la expresion
génica de las HSCs cultivadas a diferentes concentraciones de FBS (figura 8).
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Figura 8: Niveles de expresion relativa de los distintos genes en condiciones con diferente concentracion de FBS.
Experimento n = 4. Cada punto representa una réplica bioldgica. Las barras representan la media + SD. *p < 0,05; **p
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< 0,01; ***p < 0,001. Para comparar medias se utilizé un analisis one way ANOVA (Tukey’s para comparaciones
multiples). RU: Unidades relativas. Las rampas indican la tendencia de expresion de los genes. En azul, genes que
reducen su expresion a concentraciones crecientes de suero; en rojo, genes que incrementan su expresion.

Los resultados del analisis fueron los siguientes:

Se observd una tendencia a la reduccion de la expresion de /RS2 a concentraciones
crecientes de FBS (figura 8A). Este también fue el caso para /L-6, en el que ademas se observaron
diferencias significativas entre las distintas condiciones, viéndose reducida conforme fue
incrementando la concentracion de suero (figura 8E); y para COL341, que contrariamente a lo
esperado segun la hipotesis de que la ausencia de suero resultaria en una menor activacion en las
LX2, también redujo su expresion al aumentar la concentracion de FBS (figura 8D).

Por otro lado, la expresion del gen FGF7 se redujo de manera significativa en las
condiciones con mayor concentracion de suero, presentando la maxima expresion en las células
cultivadas con medio suplementado con 0,2% de FBS (figura 8B), lo que sugiere que se requiere
cierta cantidad de factores de crecimiento en el suero para inducir su expresion. También se
encontro una tendencia a reducir su expresion en el caso de HSPAIB, que desempefia un papel
promoviendo la supervivencia ante condiciones de estrés, a concentraciones crecientes de suero
(figura 8F). No obstante, en el caso de SERPINE1, gen que codifica para el inhibidor del activador
del plasmindgeno-1 (Plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1), se observo la tendencia contraria,
incrementdndose su expresion a mayores concentraciones de suero (figura 8H). Se ha descrito
que la inhibicion de PAI-1 resulta en una menor acumulacion de MEC, asi como una mayor
actividad de las metaloproteasas de matriz 9 y 2 (Matrix metalloproteases 9y 2; MMP9 y MMP2),
sin embargo no afecté a la activacion de las HSCs (Bergheim et al., 2006; Noguchi et al., 2020;
Wang et al., 2007). Resultados anteriores del grupo han mostrado que SERPINE! se encuentra
aguas debajo de IRS2, observando una induccion en la expresion de este gen tras sobreexpresar
IRS2. Sin embargo, en este proyecto la expresion de /RS2 y de SERPINEI muestran tendencias
opuestas, en las condiciones cuyos niveles de expresion de /RS2 fueron menores se corresponden
con una mayor expresion de SERPINE1. Por ultimo, no se hallaron diferencias significativas ni
ninguna tendencia para el gene COLIA] (figura 8C).

5.3. Coeficientes de variacion de los genes con respecto
al tiempo

Sin embargo, dada la gran variabilidad entre réplicas bioldgicas observada en la mayoria
de los genes analizados, se decidid calcular los coeficientes de variacion de los genes a diferentes
tiempos (figura 9) para comprobar si dicha variabilidad era, en parte, debida a errores en el pipeteo
a la hora de introducir la muestra en la placa de qPCR.

Como se puede observar en la figura 9, los coeficientes de variacion para uno de los genes
se redujeron con el tiempo, sugiriendo que los errores en el pipeteo fueron disminuyendo a medida
que se adquiri6 destreza en la técnica.

Teniendo en cuenta lo anterior y para descartar que las diferencias encontradas entre
condiciones fueran debidas a la variacion intraexperimental, se normaliz6 la expresion relativa de
cada gen a una condicion control, en este caso 0% FBS, la de menor concentracion de FBS, para
poder analizar como afecta el aumento de este a la expresion de los distintos genes.
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Figura 9: Tendencia de los coeficientes de variacion de cada gen en funcion del tiempo. Se observa una tendencia
hacia la disminucién de la variacién con el tiempo. Cada punto representa el valor del coeficiente de variacion del
gen correspondiente en una fecha determinada.

5.4. Normalizacion de la expresion génica con respecto a
0% FBS.

Como se puede apreciar en la figura 10, tras la normalizacion con respecto a la condicion
0% FBS se sigui6 observando una reducciéon de los niveles de expresion de /RS2 a
concentraciones crecientes de suero, encontrandose diferencias significativas entre las
condiciones 0,2% y 10% (figura 10A). Estas diferencias podrian haber sido enmascaradas debido
a la baja expresion del gen en comparacion con otros genes como SERPINEI, COLIAI o KI67
dada la gran variabilidad existente antes de la normalizacion. Existen estudios en los que se ha
observado una induccion en la expresion de /RS2 en el higado ante condiciones de ayuno,
similares a las que experimentarian las células en condiciones de baja concentracion de suero
(Canettieri et al., 2005), lo que respaldaria lo observado en este trabajo.

Ademas, también se siguieron encontrando diferencias significativas en la expresion de
FGF7 entre las distintas condiciones, siendo esta menor en aquellas condiciones de mayor
concentracion de FBS (figura 10B). Resultados anteriores del grupo mostraron que la
sobreexpresion de /RS2 en HSCs resultd en una mayor expresion de FGF7. Dado que se ha
observado que /RS2 es necesario para la expresion de FGF7 y que a su vez promueve la
supervivencia de las HSCs que expresan este factor(Manzano-Nufiez et al., 2019), esta reduccion
en la expresion de tanto /RS2 como de FGF7 parece indicar que las HSCs se encuentran activadas
a una alta concentracion de suero, y puesto que se observo una mayor expresion de ambos genes
en las condiciones de menor concentracion de FBS, los resultados parecen sugerir que a bajas
concentraciones de suero las HSCs presentan un fenotipo mas quiescente o inactivo.

Asimismo, se sigue observando una reduccion significativa en la expresion de /-6 a
concentraciones crecientes de FBS, siendo maxima la expresion de esta citoquina en las
condiciones de menor concentracion de FBS (figura 10E). Se ha descrito que la IL-6 es capaz de
promover la expresion de FGF7 en fibroblastos(Chedid et al., 1994), asi como de inducir la
senescencia de fibroblastos mediante la activacion de STAT3 (Kojima et al., 2013). En conjunto,
esto parece sugerir que la expresion de I1L-6 en las condiciones de baja concentracion de suero
esté promoviendo la expresion de FGF7, fomentando la regeneracion. Sin embargo, los niveles
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de expresion de /L-6 podrian no coincidir con la concentracion de IL-6, ya que podria existir una
regulacion negativa a nivel proteina de esta citoquina, por lo que deberian realizarse futuros
experimentos para comprobar mediante western blot o ELISA la concentracion de IL-6 en las
HSCs sometidas a estas mismas condiciones.

Por otro lado, siguieron sin observarse diferencias significativas en los niveles de
COLI1AI (figura 10C), y la expresion de COL3A41 (figura 10D) se vio reducida significativamente
en las condiciones de mayor concentracion de suero, aparentando contradecir la hipotesis de que
el suero promueve la activacion de las HSCs (Schinagl et al., 2021). Sin embargo, se ha descrito
que la omision de insulina, que se podria dar en las condiciones 0% y 0,2% FBS, en las que se
observd una mayor expresion de COL3A1, no afectd a la expresion de los genes COLIAI,
COL3A41 y ACTA2 (Manzano-Nuiiez et al., 2019), por lo que una ausencia o menor sefializacion
de insulina/IGF-1 podria no ser suficiente para evitar la completa activacion de las HSCs.
Ademas, este fenomeno podria también deberse a que la exposicion de las células durante 24
horas ante estas distintas concentraciones de suero no fuera suficiente para inducir los cambios
esperados en el perfil transcripcional de las cé€lulas, por lo que seria interesante repetir los
experimentos bajo las mismas condiciones a mas largo plazo, como 48 y 72 horas, para observar
los cambios que se producen en la expresion de los colagenos de tipo I y I11.

Ademas, no se observaron diferencias significativas en la proliferacion de las células en
las distintas condiciones, a juzgar por los niveles de expresion del marcador de proliferacion K167,
sin embargo, si que se observa una ligera tendencia a incrementar su expresion a mayores
concentraciones de FBS. Tampoco se observaron diferencias significativas en la expresion de
HSPAIB, proteina antiapoptética, que ha sido descrita como un marcador de quiescencia cuya
expresion se ve disminuida en las aHSCs(Kisseleva et al., 2012), aunque si se observa una leve
tendencia a una mayor expresion en condiciones de baja concentracion de FBS.
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Figura 20: Niveles de expresion relativa de cada gen normalizados respecto a la condicion 0% FBS. Experimento n =
4. Las barras representan la media + SD. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Para comparar medias se utilizd un
analisis one way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples). RU: Unidades relativas. Se observaron diferencias
significativas en los genes IRS2, FGF7, COL3A1 e IL-6, aumentando su expresion conforme se redujo la concentracion
de FBS. Las rampas indican la tendencia de expresion de los genes. En azul, genes que reducen su expresion a
concentraciones crecientes de suero; en rojo, genes que incrementan su expresion.
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5.5. Inmunotincion para la detecciéon de células a-SMA™.

Para constatar el efecto del suero sobre el estado de activacion de las HSCs se realiz6 una
inmunotincion de las células sujetas a las distintas condiciones con diferentes concentraciones de
FBS (figura 11), que reveld un descenso en el nimero de células positivas para a-SMA, marcador
de activacion de las HSCs, conforme fue disminuyendo la concentracion de FBS, siguiendo la
misma tendencia que los niveles de expresion de mRNA del gen ACTA2 (figura 7), que codifica
para dicha proteina, lo que parece respaldar resultados previos descritos en la bibliografia en los
que el cultivo de las HSCs en 10% de FBS produjo un incremento en la expresion a nivel de
proteina de o-SMA, que se vio revertido al cultivarlas 24 horas adicionales en medio
suplementado con 1% FBS (Schinagl et al., 2021). No obstante, cabria esperar que el cultivo de
las células LX2 mostrase una respuesta mas homogénea en cuanto a la expresion de esta proteina,
con una mayoria de células a-SMA" en altas concentraciones de suero, sin embargo, existen
estudios en modelos murinos que sugieren la existencia de diversas subpoblaciones de aHSCs,
que se diferencian por la expresion de ciertos genes. Mientras que unas subpoblaciones expresan
altos niveles de citoquinas inflamatorias como Cc/2 o Cxcll0, otras expresan genes asociados a
la movilidad y contractibilidad (Acta2, Vim) o genes asociados a la organizacion y deposicion de
MEC (Collal, Lox) (Rosenthal et al., 2021; Yang et al., 2021). Por lo tanto, una posible
explicacion para la heterogeneidad observada en la expresion de a-SMA podria ser debida a la
existencia de subpoblaciones de HSC dentro del cultivo.

10% FBS 2% FBS 0% FBS

o-SMA / Hoescht |
Control

|
IGF-110 nM

Figura 31: Resultados de la tincion de inmunofluorescencia para la deteccion de la proteina actina alfa del musculo
liso (a-SMA) en las células LX2 cultivadas en las distintas condiciones (0%, 2% y 10% FBS en ausencia o presencia de
IGF-1 10 nM). En azul aparecen los nucleos marcados con Hoescht; en rojo, las células positivas para a-SMA. Se
observa un incremento en el nimero de células a-SMA* segliin va aumentando la concentracién de FBS, indicando una
mayor activacion a mayores niveles de suero. La presencia de IGF-1 no parece afectar al nimero de células a-SMA*.
Experimento n = 1. Barra de escala = 50 pm

Ademas, existe controversia entre el papel que lleva a cabo IGF-1 en la activacion de las
HSCs. Por un lado, existen estudios en los que el tratamiento con IGF-1 resultd en una reduccion
del nimero de HSCs a-SMA”, junto con un aumento en el nimero de HSCs positivas para la
actividad B-galactosidasa asociada a senescencia, asi como en el incremento de los niveles de p53,
sugiriendo que IGF-1 es capaz de inducir senescencia en las HSCs de manera dependiente de p53
(Handayaningsih et al., 2012; Nishizawa et al., 2016). Por otro lado, en otros estudios se observo
que el tratamiento con IGF-1 produjo un aumento en la proliferacion de las HSCs y en los niveles
de expresion de colageno de tipo I, asi como en el nimero de HSCs a-SMA", sugiriendo una
mayor activacion de las células (Svegliati-Baroni et al., 1999; Villar-Lorenzo et al., 2019).

17



Sin embargo, en la figura 11 no se observaron diferencias notables en la mayoria de

condiciones, entre las condiciones control y aquellas suplementadas con 10 nM de IGF-1 humano
recombinante, a excepcion de las células cultivadas en 0% FBS, en las que la retirada de IGF-1
parece reducir el numero de HSCs a-SMA", apoyando lo descrito en otros estudios (Villar-
Lorenzo et al., 2019). Podria ser que un periodo de 24 horas de suplementacion con este factor no
es suficiente para apreciar diferencias notables con respecto al control en el resto de condiciones.
Por ello, seria interesante repetir el experimento mas veces, tratando los cultivos durante periodos
de tiempo mas prolongados tales como 48 y 72 horas, analizando la expresion de genes
marcadores de activacion (ACTA2, COL1AI, COL3A1) y de reversion (HSPAIB), asi como la
expresion de estos genes a nivel de proteina.

6.CONCLUSIONES

II.

I11.

IVv.

La privacion de FBS promueve la inactivacion de las HSCs, a juzgar por la reduccion en
el numero de células 0-SMA™ y la menor expresion de los genes SERPINE] y ACTA?2,
asi como unos mayores niveles de HSPA1B.

Existe una sinergia entre el tratamiento con 3MA y la ausencia de sefializacion de
insulina/IGF-1 a la hora de inducir la expresion de FGF7, IL-6 y HSPAIB.

El aumento de expresion de /L-6 en las condiciones con poca concentracion de FBS
podria estar favoreciendo una mayor expresion de FGF7 a través de la inactivacion de
las HSCs.

A corto plazo (24 h) se observo un incremento en la expresion de COL3A41, disminuyendo
su expresion a concentraciones crecientes de FBS tanto en condiciones como baja
concentracion de FBS como con el tratamiento con 3MA. Por lo que seria interesante
estudiar la expresion de dicho gen a mas largo plazo en estas condiciones.

Considerando el conjunto de resultados obtenidos, se deberia profundizar en la sefializacion
de las HSCs a bajas concentraciones de suero para una mejor caracterizacion del proceso de
reversion de estas células, asi como para identificar sefiales aguas arriba del eje IRS2/FGF7
que podrian promover su activacion, tales como la estimulacion con citokinas tales como IL-
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