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Resumen

La resistencia a la insulina se define como un aumento en la cantidad de insulina
necesaria para conseguir la homeostasis de glucosa. Una de las complicaciones
mas comunes de la resistencia a la insulina es el defecto en la reparacion de herida.
El sustrato 2 del receptor de la insulina (IRS2) es un mediador clave para la
sefializacion de insulina en higado que actla de puente entre los receptores de la
insulina y del factor de crecimiento insulinico (IGF-1) y sus cascadas de
sefializacion. Tanto la resistencia a la insulina como cambios en los niveles de
expresion de IRS2 han sido asociados con el desarrollo y la progresion de
enfermedades hepaticas graves. El dafio hepatico crénico generado por algunos
factores derivados de la resistencia a la insulina ha sido establecido como
determinante en la patofisiologia de las enfermedades hepaticas. Sin embargo,
sigue siendo una incAgnita como el dafio hepatico generado por la resistencia a la
insulina escapa de la extraordinaria capacidad de regeneracién del higado.

Durante el dafio hepatico cronico, la reparacion epitelial esta mediada por las células
progenitoras hepaticas (CPH) que se expanden y diferencian hasta hepatocitos o
células biliares rodeadas de un nicho estromal formado por un conjunto de células
estrelladas hepéticas (CEH), células inflamatorias, componentes de la matriz
extracelular (ECM) y factores de crecimiento. El factor de crecimiento de fibroblastos
7 (FGF7), expresado por las CEH, resulta critico para la respuesta de las CPH y
para la regeneracion hepatica. Durante el dafio hepético crénico las CEH se activan
transdiferenciandose desde células quiescentes a células fibrogénicas (CEHa)
denominadas miofibroblastos que depositan ECM para reemplazar el tejido dafiado.
Para alcanzar una correcta regeneracion hepatica se requiere la resolucion de la

activacion (“reversion fibrogénica”) de las CEH.

Empleando el modelo de ratén Irs2-/- durante el dafio hepatico cronico con la dieta
DDC 0.1% y los modelos in vitro humanos de CPH (HepaRG) y de CEH (CEH
primarias y la linea celular LX-2), los resultados de este trabajo demuestran que la
sefializacion de insulina-IRS2 es necesaria para la epitelizacién dirigida por la

comunicacion paracrina a través de FGF7 en el nicho de CPH. Por un lado, IRS2 es



necesario en la poblacién de CEH para permitir su supervivencia durante la
reversion fibrogénica, un proceso que segun nuestros resultados induce un aumento
en la expresion de FGF7. Nuestros datos descubren un potencial mecanismo de
regulacion mediante el que IRS2 induce la expresion de FGF7 en CEH a través de
la remodelacion en la ECM mediada por NRF2 y el integrante de la ECM SERPINE1
durante las etapas tempranas de la reversion fibrogénica. El eje NRF2-SERPINE1
ha sido descrito anteriormente en fibroblastos de piel como esencial para la
reepitelizacion de herida. NRF2 es el principal factor de transcripcion de respuesta
frente al estrés oxidativo (ruta candnica). En hepatocitos, la activacion de NRF2
también puede inducirse a través de una ruta no candnica mediada por la proteina
cargo de la autofagia P62. A pesar de que nuestros datos descubren a P62 como
capaz de inducir la actividad de NRF2 en CPH, también demuestran que IRS2 activa
a NRF2 en CPH y en CEH de manera independiente a la ruta no canénica mediada
por P62. Por otro lado, demostramos que la sefializacién de insulina-IRS2, por
promover la producciéon de FGF7, permite un novedoso bucle de induccién positiva
mediante el que la respuesta a FGF7 en CPH promueve la expresion de su receptor,

FGFR2b, favoreciendo su propia sensibilidad y sosteniendo la reparacion epitelial.

Futuras estrategias para potenciar en higado la actividad de NRF2 y la sefializacion
de FGF7 podrian servir para mejorar el pronéstico de los pacientes con resistencia
a la insulina, diabetes o enfermedad metabdlica por promover la reparacion epitelial
en higado y reducir por tanto su riesgo de desarrollar patologias hepaticas graves
con elevada tasa de mortalidad.



Abstract

Insulin resistance is defined as an increase in the amount of insulin that is necessary
to achieve glucose homeostasis. One of the most prevalent complications of insulin
resistance is the wound healing defect. Insulin receptor factor 2 (IRS2) is a key
mediator of the insulin signaling in liver, which acts as a bridge between insulin and
insulin growth factor 1 (IGF-1) receptors and its downstream molecular pathways.
Both, insulin resistance and changes in the expression levels of IRS2, have been
associated with the development and progression of severe liver diseases. Chronic
liver injury produced by insulin resistance has been stablished as crucial in the
pathophysiology of liver disease. However, it remains unknown how the chronic liver
injury produced by insulin resistance escapes from the extraordinary ability of the

liver to regenerate.

During chronic liver injury, epithelial repair is mediated by liver progenitor cells (LPC),
that expand and differentiate into hepatocytes and cholangiocytes surrounded by a
stromal niche that consist of hepatic stellate cells (HSC), inflammatory cells,
extracellular matrix (ECM) components and growth factors. Fibroblast growth factor
7 (FGF7), expressed by HSC, is critic for LPC response and liver regeneration.
During chronic liver injury, HSC transdifferentiate from quiescent to active fibrogenic
HSC (aHSC) called myofibroblast. aHSC deposit ECM to replace damaged tissue.
A successful regeneration requires the resolution of the HSC activation, i.e., the

“fibrogenic reversion” of HSC.

Using the Irs2-/- mice model during chronic liver damage induced by 0.1% DDC diet
and the human in vitro models of LPC (HepaRG) and HSC (primary HSC and the
cell line LX-2), our results reveal a new role of insulin-IRS2 in the modulation of the
paracrine FGF7 crosstalk in the LPC niche that drives LPC epithelization. On the
one hand, IRS2 is necessary in HSC to allow survival during fibrogenic reversion, a
process that according to our data induces an increase in FGF7 expression. Our
results reveal a potential mechanism by which IRS2 promotes FGF7 expression in
HSC through an ECM remodeling process that is mediated by NRF2 and the ECM
constituent SERPINE1 during the early stages of fibrogenic reversion. NRF2-



SERPINE1-mediated ECM remodeling has been previously identified in skin
fibroblast as essential to promote re-epithelialization of wounds. NRF2 is a
transcription factor that is activated in response to oxidative stress (canonical
pathway). NRF2 activation in hepatocytes can be also induced by a non-canonical
pathway mediated by the autophagy cargo protein P62. Although our data discovers
a new ability of P62 to induce NRF2 activity in LPC, we also demonstrate that IRS2
activates NRF2 in LPC and HSC in a P62-independent manner. On the other hand,
we demonstrate that insulin-IRS2 signaling, by promoting FGF7 production, enables
a novel positive induction loop whereby FGF7 response in LPC promotes the
expression of its receptor, FGFR2b, favoring its own sensitivity and sustaining

epithelial repair.

Future strategies to enhance NRF2 activity or FGF7 signaling in liver might be useful
to improve the prognosis of insulin resistance, diabetic, and metabolic disease
patients because of its uncovered ability to promote epithelial repair, thus, preventing

the development of severe liver pathologies with high mortality risk.



Resum

La resisténcia a la insulina es defineix com un augment en la quantitat d'insulina
necessaria per a aconseguir 'homeostasi de glucosa. Una de les complicacions més
freqlients de la resisténcia a la insulina és el defecte en la reparaci6 de ferida. El
substrat 2 del receptor de la insulina (IRS2) és un mediador clau per a la
senyalitzacio d’insulina en fetge que actua de pont entre els receptors de la insulina
i del factor de creixement insulinic (IGF-1) i les seues cascades de senyalitzacié.
Tant la resisténcia a la insulina com els canvis en els nivells d'expressié d'IRS2 han
sigut associats amb el desenvolupament i la progressié de malalties hepatiques
greus. El mal hepatic cronic generat per alguns factors derivats de la resisténcia a
la insulina s’ha establert com a determinant en la patofisiologia de les malalties
hepatiques. No obstant aix0, els motius pels quals el mal hepatic generat per la
resisténcia a la insulina escapa a I'extraordinaria capacitat de regeneracio del fetge

sén encara una incognita.

Durant el mal cronic, la reparacio epitelial esta mediada per les cél-lules progenitores
hepatiques (CPH) que s'expandeixen i diferencien fins a hepatocits o cél-lules biliars
envoltades d'un ninxol estromal format per un conjunt de cél-lules estavellades
hepatiques (CEH), cél-lules inflamatories, components de la matriu extracelul-lar
(ECM) i factors de creixement. El factor de creixement de fibroblasts 7 (FGF7),
expressat en fetge per les CEH, resulta critic per a la resposta de les CPH i per a la
regeneraci6 hepatica. Durant el mal hepatic cronic les CEH s'activen
transdiferenciant-se des de ceél-lules quiescents a cel-lules fibrogéniques
denominades miofibroblasts (CEH activades) que depositen ECM per a reemplacar
el teixit danyat. Per a aconseguir una correcta regeneracio hepatica es requereix la

resolucié de l'activacio (“reversio fibrogénica”) de les CEH.

A partir de I's del model de ratoli Irs2-/- durant el mal hepatic cronic amb la dieta
DDC 0.1% i dels models in vitro humans de CPH (HepaRG) i de CEH (CEH
primaries i la linia cel-lular LX-2), els resultats d'aquest treball demostren que la
senyalitzacié d'insulina-IRS2 és necessaria per a l'epitelitzacié dirigida per la

comunicacio paracrina mitjangant FGF7 en el ninxol de CPH. D'una banda, IRS2 és



necessari en la poblacié de CEH per a permetre la seua supervivéncia durant la
reversio6 fibrogénica, que comporta un augment en I'expressié de FGF7. Les nostres
dades descobreixen un potencial mecanisme de regulacié mitjangant el qual IRS2
indueix I'expressio de FGF7 en CEH a través de la remodelacio en la ECM mediada
per NRF2 i per lintegrant de la ECM SERPINE1, que ocorre en les etapes
primerenques de la reversi6 fibrogénica. L'eix NRF2-SERPINEL ha sigut identificat
anteriorment en fibroblasts de pell com a essencial per a la reparacio de ferida.
NRF2 és el principal factor de transcripcié de resposta davant de I'estrés oxidatiu
(ruta canodnica). En hepatocits, 'activacié de NRF2 també pot induir-se a través
d'una ruta no canonica mediada per la proteina de carrega de l'autofagia P62. A
pesar que les nostres dades indiquen que P62 és capac d'induir 'activitat de NRF2
en CPH, també demostren que IRS2 activa NRF2 en CPH i CEH de manera
independent a la ruta no canonica mediada per P62. D’altra banda, demostrem que
la senyalitzaci6 d'insulina-IRS2, per promoure la produccié de FGF7, permet un nou
bucle d'induccié positiva mitjancant el qual la resposta a FGF7 en CPH promou
I'expressio del seu receptor, FGFR2b, afavorint la seua propia sensibilitat i sostenint

la reparacié epitelial.

Futures estrategies per a potenciar en fetge I'activitat de NRF2 i la senyalitzacié de
FGF7 podrien servir per a millorar el pronostic dels pacients amb resisténcia a la
insulina, diabetis o malaltia metabdlica, per promoure la reparacié epitelial en fetge
i reduir, per tant, el seu risc de desenvolupar patologies hepatiques greus amb

elevada taxa de mortalitat.
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Capitulo 1.

Introduccioén

En este trabajo evaluamos el papel de la sefializacién de insulina/IGF-1-IRS2
durante la respuesta reparativa frente al dafio hepatico crénico como mecanismo
subyacente a la asociacion entre la resistencia a la insulina y la progresion de las
enfermedades hepaticas. Los mecanismos descubiertos involucran a los factores
de crecimiento de fibroblastos (FGFs) y a la sefalizacion del factor 2 relacionado

con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2).

1.1 Sefnalizacion de insulina/IGF-1

1.1.1 Insulina

La insulina es una hormona peptidica clave para la regulacién de la homeostasis de
glucosa, el crecimiento de los tejidos y el desarrollo [1][2]. La insulina es producida
y secretada por las células B de las islas pancreéticas [3], aunque recientemente se
ha sugerido que también podria ser producida en cantidades menores por un grupo
de neuronas del sistema nervioso central [4]. La hiperglucemia generada por la
ingesta de alimentos es la que impulsa a las células B del pancreas a secretar una
pequefia cantidad de su contenido en insulina. La insulina secretada por el pancreas
se dirige directamente a la vena hepatica portal y pasa a través del higado
distribuyéndose entre sus principales células diana, los hepatocitos, que recibiran la
insulina como una sefal para captar glucosa y almacenarla [5]. En consecuencia, el
higado estd siempre expuesto a concentraciones de insulina muy elevadas en
comparacion con otros érganos. De hecho, en humanos, el higado clarifica de un
40-80% [6][7] de la cantidad total de insulina en sangre, que, posteriormente,

alcanzara la circulacion sistémica para llegar, entre otros, al mdsculo esquelético y



Capitulo 1. Introduccién

al tejido adiposo. Clinicamente, la principal funcién de la insulina es regular la
homeostasis de glucosa, promoviendo su incorporacion en tejido adiposo y
musculos y previniendo su produccién en higado mediante la inhibicion de la
gliconeogénesis y la gluconeogénesis. Sin embargo, de manera paralela, la insulina
es un importante factor mitogénico que induce el crecimiento, la divisién celular, la
migracién y también inhibe la apoptosis, por lo que resulta critica para la fisiologia
celular en nimeros tejidos [8]. Ademas, la insulina tiene la habilidad de potenciar el
efecto de otros factores como el factor de crecimiento insulinico (IGF-1), el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) [9]. Esta potenciacion de la respuesta mitogénica a otros factores le otorga
a la insulina un papel principal durante la patogénesis derivada de la

hiperinsulinemia [10].

1.1.2 Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1/IGF-2)

El factor de crecimiento insulinico (IGF-1) es una hormona peptidica que presenta
una homologia estructural del 60% con el factor de crecimiento insulinico 2 (IGF-2)
y del 45% con la insulina [11]. Ambos, IGF-1 e IGF-2, son esenciales durante el
crecimiento embrionario [12]. Sin embargo, tras el nacimiento, IGF-1 ha demostrado
tener un papel predominante. De hecho, en ratones se ha observado que los
elevados niveles de IGF-2 caracteristicos del periodo prenatal desaparecen casi en
su totalidad al alcanzar la etapa postnatal [13]. En humanos, sin embargo, IGF-2 ha
sido detectado en adultos [14] aunque sus funciones son en gran medida

desconocidas [15].

El higado produce el 75% del IGF-1 circulante [16] que se une a las proteinas de
union a IGF-1 (IGFBP3 e IGFBP5) y a la subunidad acida Iabil (ALS) para alargar
su vida media y facilitar su biodisponibilidad [17][18]. La expresion de IGF-1, IGFBP3
y ALS por parte de los hepatocitos es regulada predominantemente por la hormona
de crecimiento (GH) [19], aunque otros factores como la matriz extracelular (ECM),
factores de crecimiento u hormonas también pueden modular su secrecién en
higado [20] . En higado sano el IGF-1 es secretado tanto por los hepatocitos como
por mdltiples células no parenquimales como las células estrelladas humanas (CEH)
[21]. A pesar de que los hepatocitos son los principales productores de IGF-1

(expresan de 5 a 20 méas IGF-1 que las células no parenquimales [22]) presentan
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niveles practicamente indetectables del receptor de IGF-1 (IGF-R1) [23]. Sin
embargo, el IGF-1R es expresado durante el desarrollo hepatocitico [24] y en
hepatocarcinomas [25]. Asimismo, durante la regeneracion hepatica, en la que se
requiere una oleada de nuevos hepatocitos, IGF-1 promueve la proliferacion de
hepatocitos y acelera la sintesis de ADN mediante un mecanismo que continua
siendo desconocido y que podria ser extrahepatocitico [26]. IGF-1 también se
produce de manera local y menos abundante en el resto de tejidos [27] donde
funciona de manera paracrina/autocrina. Ambos, el IGF-1 endocrino producido por
el higado y el producido localmente por el resto de tejidos comparten como funcion
principal la de promover el crecimiento prenatal y postnatal [12] y poseen potencial
antioxidante, antinflamatorio y mitogénico [28]. IGF-1 también genera efectos
importantes en el metabolismo, ya que juntos, IGF-1, GH y la insulina orquestan un
eje que informa a las células de si la cantidad de nutrientes es la adecuada para que
eviten entrar en apoptosis y, en su lugar, promuevan la sintesis proteica, el

crecimiento y la diferenciacién [29].

1.1.3 Receptores de insulina e IGF-1

La insulina se une con elevada afinidad al receptor de insulina (IR) [30]. Asimismo,
IGF-1 e IGF-2 poseen elevada afinidad por el receptor de IGF-1 (IGFR-1) [30].
Ambos receptores estan formados por dos subunidades a extracelulares que
determinan la especificidad a ligandos y dos subunidades 3 que son proteinas
transmembrana con actividad tirosina quinasa [31][32]. Ademas, el IRy el IGF-1R
presentan elevada homologia, del 84% en las subunidades B y del 64-67% en las
subunidades a [30]. Es precisamente esta similitud la que permite a la insulina unirse
a IGFR-1, aunque con baja afinidad. Ademas, el ayuste alternativo del acido
ribonucleido (ARN) correspondiente al IR, genera un IR de “tipo B” que, aunque
mantiene una elevada afinidad con la insulina, permite también la unién de IGF-1
[33]. Por otra parte, otro evento de ayuste alternativo genera una variante del IR
“tipo A” que presenta elevada afinidad no solo por la insulina sino también por IGF-
1 e IGF-2 [34]. Curiosamente, la uniébn de IGF-1 a IR-A e IR-B activa
especificamente la sefializacion a través del sustrato 2 del receptor de la insulina
(IRS2) [33]. Adicionalmente, cuando IR e IGFR-1 se expresan en la misma célula

parte de ellos forman un receptor hibrido de a-B hemireceptor de IR y a-R
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hemireceptor de IGFR-1 que se une con mayor afinidad a IGF-1 que a la insulina
[35] (Figura 1).

IGFR-1 IR IR Hibrido
Tipo B Tipo A IR-IGFR-1

Afinidad por IGF1>IGF2  Insulina> Insulina> IGF1>IGF2>
ligandos IGF2>IGF1 IGF2>IGF1 Insulina

Subunidades a

Subunidades B

Figura 1. llustracién esquemética de IGFR-1 e IR y sus respectivas afinidades por
insulina, IGF-1 e IGF-2.

Cada receptor esta compuesto por dos unidades extracelulares a que interaccionan de forma
especifica con cada hormona activando la actividad tirosina quinasa de las unidades
transmembrana 3. Se emplean diferentes colores para representar las diferencias generadas
por ayuste alternativo. Autoria propia: “Created with BioRender.com”.

1.1.4 Sustratos del receptor de insulina (IRSs)

Los IRSs son una familia de proteinas adaptadoras citoplasmaticas que transmiten
las sefiales del IR e IGF-1R para activar la respuesta celular. La familia de IRS tiene
4 miembros clasicos (IRS1-4) [36] y dos descubiertos recientemente, IRS-5
(asociada a la quinasa DOK4) e IRS-6 (asociada a la quinasa DOK5) [37]. IRS1 e
IRS2, que se expresan de manera ubicua, son los principales mediadores de los
efectos mitogénicos dependientes de insulina y son muy abundantes en higado
donde interaccionan a través de sus dominios de homologia src 2 (SH-2) con

efectores de la sefializacion de insulina para regular el metabolismo [38].

Dado que el raton con delecion de Igfr-1 presenta un crecimiento retardado y muere
al nacer [39] y el raton con delecion de IR (Ir-/-), a pesar de presentar un desarrollo
intrauterino normal, muere en tan solo 72h por hiperglicemia severa y cetoacidosis
con insulinemia [40], los modelos animales con delecion de Irs han sido

fundamentales para establecer la gran variedad de funciones llevada a cabo por la
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sefializacion de insulina, asi como para evidenciar que, aunque las diferentes Irs

presentan elevada homologia, realizan funciones muy distintas (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los fenotipos generados por la delecidn de las diferentes Irs en
raton.

Sl .. Otras . Muerte
\ & Crecimiento . RI | Diabetes
™ alteraciones prematura
Irs1-/- 30% menor - Si No No
Cerebro pequefio
Infertilidad Si,
Irs2-/- Normal Probl'er'rTas de Si Si posterior
vision en
Pérdida de células hembras
B pancreaticas
Irs3-/- Normal - No No No
Irsd-/- Retraso Intolerancia leve a No No No
moderado la glucosa

RI=Resistencia a la insulina.

El tamafio de los ratones con delecion en el gen Irs1 (Irs1-/-) al nacer es un 30%
menor que el de los ratones de fenotipo salvaje y se mantiene reducido a lo largo
de sus vidas implicando a Irs1 en la regulacién del crecimiento. Por el contrario, el
tamafio de los ratones con delecion de Irs2 (Irs2-/-) es el normal, pero padecen
defectos especificos de tejido. Los ratones Irs2-/- presentan un cerebro de menor
tamafio por padecer una reduccion del 50% en la proliferaciéon neuronal [41], tienen
un numero reducido de células fotorreceptoras por un incremento en su apoptosis
[42] y las hembras son menos fértiles por tener ovarios pequefios y con menor
namero de foliculos [43]. Ambos, Irs1-/- e Irs2-/- desarrollan en tan solo 4 semanas
resistencia periférica a la insulina [44], pero Unicamente los ratones Irs2-/-
desarrollan diabetes a las 8-10 semanas por presentar una reduccion significativa
en la masa de células B pancredticas [45]. Esto se debe a que Igfr-1 sefializa a
través de Irs2 para promover la supervivencia y el desarrollo de las células R
pancreaticas. Como consecuencia, la vida maxima de los machos Irs2-/- suele ser
de 12 semanas, mientras que en las hembras la diabetes progresa de forma mas
lenta, sobreviviendo hasta las 24 semanas de vida. Varios estudios posteriormente

han identificado a Irs2 como el principal mediador de la acciones de la insulina, tanto
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metabdlicas como de crecimiento, en higado, musculo, tejido adiposo y pancreas,

mientras que Irs1 tendria un papel principal en misculo esquelético [46][47][48].

IRS3, no ha podido detectarse en humanos [49] y en roedores se expresa
predominantemente en adipocitos [50]. El raton con delecién en Irs3 (Irs3-/-) no
presenta ninguna anormalidad en el crecimiento o en la homeostasis de glucosa
[51].

La expresion de IRS4 presenta un patrén mas restringido encontrandose
principalmente en cerebro, rifiones, timo e higado. En higado, la expresion de Irs4
aumenta junto con la de Irs2 durante la regeneracién hepatica [52] y se ha visto
involucrado con la progresion del carcinoma hepatocelular (HCC) [53]. El raton con
delecion de Irs4 (Irs4-/-) presenta Gnicamente un retraso moderado del crecimiento

y una intolerancia leve a la glucosa [54].

1.1.5 Sefalizacion candnica de insulina/IGF-1

La union de la insulina o de IGF-1 a las subunidades extracelulares del receptor
desencadena en la autofosforilacion de los residuos de tirosina en la subunidad
intracelular de los receptores permitiendo la unién de las proteinas IRS al receptor
por su dominio de union fosfotirosina (PTB). Los receptores fosforilan a las proteinas
IRS en mudltiples residuos de tirosina creando numerosos sitios de unién para
proteinas con dominios SH-2 [55]. Las principales proteinas con dominio SH-2 que
regulan el metabolismo y la expresion génica aguas abajo de las proteinas IRS son
el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) que se une a la AKT (también conocida como
proteina quinasa B), para activar la ruta PISK-AKT vy la proteina 2 unida al receptor
del factor de crecimiento (GRB2) que se une al factor de intercambio de nucleétidos
de guanina (SOS) para activar la ruta de la proteina del virus del sarcoma de rata y
de las quinasas MAP (RAS-MAPK) (Figura 2). La activacion de estas cascadas de

sefializacion requiere mayoritariamente de la fosforilacion de IRS1 e IRS2 [56].
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Zona de unién a IR/IGFR1
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IRS4 N == PH J= PTB PI3K = Grb C
IRS5/ N == PH 4= PTB c
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IRS6/ PH = PTB
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Figura 2. Esquema de los dominios de interaccion de la familia IRS.

Los IRSs se unen al dominio intracelular del IR e IGF-1R a través del dominio de union a
pleckstrina (PH) y del dominio de uniéon a fosfotirosina (PTB) e interaccionan con el
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) para activar la ruta PI3K-AKT. Para activar la ruta RAS-
MAPK interaccionan o bien con proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (GRB2)
o bien con la proteina del dominio SH-2 (SHP2). Autoria propia: “Created with
BioRender.com”.

Ruta PI3K-AKT: La unién a IRS1-2 activa a PI3K que convierte al fosfatidilinositol
(3,4)-bifosfato (PIP-2) en fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP-3). La unién con PIP-
3 media la disociacion de AKT de la membrana plasmética, permitiendo que pueda
ser activado por otras quinasas. Una vez activo AKT activara a la diana de la
rapamicina en mamiferos (MTOR) mediante fosforilacion para inducir la sintesis
proteica y la proliferacion celular e inhibird mediante fosforilacion al factor de
transcripcion de la proteina de la caja forkhead O (FOXO) y a la glucégeno sintasa
guinasa 3 beta (GSK-3R3), para promover la supervivencia y el crecimiento [57] [58]
[59] (Figura 3).

Ruta RAS-MAPK: Esta cascada se inicia predominantemente con la unién del
complejo formado GRB2 y por SOS a la proteina fosforilada IRS1/2. SOS activa por
proximidad a RAS, que posteriormente activara a la quinasa de aceleracion rapido

del fibrosarcoma (RAF) y en consecuencia la fosforilacion de MEK (quinasa activada
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por mitdgenos) y de ERK (las quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2)

que induciran principalmente la expresion de genes crecimiento [56] (Figura 3).

IGF-1 Insulina
@O

IR/IGFR1

h
T
&)
3
I
N
o)(o
o

Ruta PI3K-AKT 1

ERK

Figura 3. Principales cascadas de sefializacién aguas abajo de IRS1/2.

llustraciéon esquematica de los mecanismos mediante los que IRS1/2 activan la ruta
PI3K-AKT (en azul) y la ruta RAS-MAPK (en verde). Autoria propia: “Created with
BioRender.com”.

1.2 Resistenciaalainsulina

La resistencia a la insulina sistémica afecta al sistema nervioso, a musculos,
pancreas, riflones, corazon, sistema inmune e higado y se define como un aumento
en la cantidad de insulina necesaria para conseguir la homeostasis de glucosa. La

disminuciéon de la sensibilidad a la insulina resulta en una reduccion de la
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incorporacion de glucosa en tejidos periféricos, principalmente en musculo y tejido
adiposo. Por otra parte, la incapacidad del higado para responder a la insulina
impide la inhibicién de produccién de glucosa por lo que la resistencia a la insulina
cursa no solo con hiperinsulinemia compensatoria sino también con hiperglicemia.
Ademas, la resistencia a la insulina disminuye la inhibicion de la lipoproteina lipasa,
promoviendo la acumulacion de lipidos en tejidos no adiposos como musculo
esquelético e higado. La combinacién de hiperinsulinemia, hiperglicemia y el exceso
de lipidos generan alteraciones en la sefializaciéon de insulina en estos tejidos
mediante diversos mecanismos subyacentes que incluyen el aumento del estrés
oxidativo y la secrecion de citoquinas inflamatorias que exacerban la condicién [60]
[61]. A nivel celular estos mecanismos derivan o bien en la inhibicion de la
fosforilacion de IRS1/2 [62] o bien en un aumento de su degradacion por

ubiquitinacion reduciendo la sefializacién de insulina [63].

A nivel mundial, la prevalencia de la resistencia a la insulina se estima que va del
15.5% en Europa [64] al 46.5% en zonas como Tailandia, Texas (US) y Venezuela
[65][66]. Entre los factores de riesgo para el desarrollo de la resistencia a la insulina
se encuentra la edad [67], el indice de grasa corporal siendo especificamente
relevante la grasa abdominal [68], el género, siendo ma&s comin en hombres [69] o
la inactividad fisica [70].

A pesar de que la resistencia a la insulina es un factor determinante para el
desarrollo de diabetes tipo 2 (DMT2), la mayoria de los individuos con resistencia a
la insulina no desarrolla DMT2. La sobrecarga nutricional continuada no solo se
considera uno de los principales factores desencadenantes de la resistencia a la
insulina [71], sino también de su progresion a DMT2 [72]. En concordancia, la
obesidad normalmente deriva en resistencia a la insulina [73]. Sin embargo,
Unicamente un tercio de los pacientes obesos y con resistencia a la insulina
progresa hasta desarrollar DMT2 [74]. En ambos, humanos y roedores, el factor
critico que determina la transicion desde obeso-resistente a la insulina al desarrollo
de DMT?2 es el fallo de las células 3 pancreaticas que implica una reduccion en su
masa y un deterioro de sus funciones. La hiperinsulinemia puede dafar a las células
3 pancreaticas y participar en la reduccién de la secrecion de insulina en las mismas,

induciendo con ello el desarrollo de T2DM [75]. Entre los factores determinantes que
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ocurren en las células R pancreaticas para desencadenar en este fallo se encuentra
la genética, la sobrecarga metabdlica en las mitocondrias, el estrés en el reticulo
endoplasmatico o la deposicion de fibras amiloides [60]. La resistencia a la insulina
es reversible, pero una vez se desarrolla DMT2 y las células B pancreéticas estan
dafiadas, su progresion es inevitable [76]. Cémo ya se ha explicado anteriormente
el modelo de ratén Irs2-/-, a diferencia del ratén Irs1-/-, es capaz de experimentar

esta progresion desde resistencia a la insulina hasta DMT2.

La similitud entre IGF-1 e insulina (homologia, receptores compartidos etc.) ha
apuntado durante afios a la idea de que IGF-1 podria participar en el desarrollo de
la resistencia a la insulina. En concordancia, se ha visto que la hiperinsulinemia
desregula la produccién de IGF-1 en higado como mecanismo compensatorio
mediado principalmente por las IGFBPs [77]. Asimismo, bajos niveles de IGF-1 han
sido asociados con un aumento del riesgo de padecer resistencia insulina en
humanos [78]. Finalmente, en los Ultimos afios, se ha demostrado que la deficiencia
de IGF-1 en higado resulta en resistencia a la insulina [79] [80] y que el tratamiento
con IGF-1 recombinante en humanos con DMT2 mejora la resistencia a la insulina
[81]. Aunque el mecanismo mediante el que IGF-1 mejora la sefializacién de insulina
es todavia desconocido, su efecto antiinflamatorio y su papel como promotor de la
lipdlisis y de la incorporacion de glucosa en musculo han sido planteados como

posibles efectos beneficiosos de IGF-1 durante la resistencia a la insulina [82].

1.2.1 Papel central del higado en laresistencia a la insulina

El modelo animal de ratén con delecion especifica de Ir en hepatocitos exhibe una
marcada resistencia a la insulina acompafiada de una severa intolerancia a la
glucosa y un defecto en la modulacion de la expresion genética y en la represion de
glucosa en higado [83]. Por el contrario, el raton con delecion del Ir en muasculo
esquelético presenta niveles normales de glucosa y de insulina [84]. En tejido
adiposo, la deficiencia de Ir est4 asociada con una reduccion de los niveles de
insulina sugiriendo incluso una mejora en la sensibilidad a insulina [85]. Cuando se
lleva a cabo una delecién simultanea del Ir en tejido graso y musculo, no se observa
ningln cambio en los niveles de glucosa o de insulina. Asi pues, es la resistencia a
la insulina hepatica, y no la periférica, la que promueve el desarrollo de hiperglicemia

e intolerancia a la glucosa [61].

10
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1.2.2 Laresistenciaalainsulinay las patologias hepaticas

En higado, la resistencia a la insulina bloquea la capacidad de la insulina para
suprimir la gluconeogénesis, pero, curiosamente, mantiene su habilidad para
promover la lipogénesis. Este fendmeno, conocido como resistencia a la insulina
selectiva, esta dirigido predominantemente por la distribucion diferencial y las
alteraciones en la expresion de Irs2 con respecto a Irsl [86] y resulta en la
acumulacion de grasa en higado [87]. De un higado sano (<5% de grasa en
hepatocitos) se evoluciona a un higado con esteatosis (>5% de grasa en
hepatocitos) conocido como enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA)
[88]. Este proceso es conocido como el “primer hit” de la EHGNA. Sin embargo, la
progresion de la EHGNA abarca practicamente todo el espectro de patologias
hepéticas comenzando en esteatosis y progresando primero, hasta esteatohepatitis
no alcohdlica (EHNA) y posteriormente hasta cirrosis con elevadas posibilidades de
evolucionar a hepatocarcinoma celular (HCC) y fallo hepatico [89]. Aunque existen
actualmente teorias extensamente aceptadas que engloban parte de los
mecanismos implicados en la progresiéon de la EHGNA como la teoria del “segundo
hit” (explicada mas abajo), todavia existe un gran desconocimiento al respecto. Por
el momento uno de los aspectos en los que existe consenso es que aquellos
pacientes con mayor riesgo de desarrollar graves enfermedades hepaticas son
aquellos con sindrome metabdlico, indicando que la resistencia a la insulina juega
un papel crucial en la progresion de las mismas [90][91]. De hecho, en el caso de la
EHGNA, un consenso internacional de expertos ha renombrado la EHGNA como la

enfermedad hepatica asociada al metabolismo [92]

Durante el “primer hit” de la EHGNA ocurre una acumulacién de lipidos, que engloba
triglicéridos, acidos grasos libres y pequefias cantidades de colesterol [93]
generando esteatosis. Sin embargo, muchos pacientes con esteatosis nunca
progresan hasta EHGNA. Esto sugiere por tanto que el desarrollo de la EHGNA
requiere de un “segundo hit”. La teoria del “segundo hit” fue planteada por Day y
James y sefiala al estrés oxidativo como iniciador de la progresion de la EHGNA
[94]. Segun estos autores el “segundo hit” se inicia con la peroxidacion de lipidos
que altera las reacciones redox generando disfuncion mitocondrial en hepatocitos y

da lugar a la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). El reticulo
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endoplasmatico y los peroxisomas también contribuyen a la generacion de ROS.
Las ROS dafian a los hepatocitos que como defensa liberan factores para activar a
las CEH, las principales inductoras de la fibrosis, activando la respuesta reparativa
en higado [95][96]. La EHGNA es la enfermedad hepatica mas comun con una
prevalencia a nivel mundial del 25% [97], siendo la ésta 5 veces mayor en pacientes
con DMT2 que en aquellos que no la padecen [98]. Actualmente, la EHGNA se ha
convertido en un problema de salud publico que ya constituye la primera causa de

trasplante de higado en mujeres y la segunda en hombres [99].

Si, a su vez, la EHGNA puede causar o empeorar la resistencia a la insulina sigue
siendo un tema controvertido [100], sin embargo, si que se ha demostrado que
padecer EHGNA aumenta el riesgo de desarrollar DMT2 [101]. Asimismo, la
resistencia a la insulina es una de principales caracteristicas patolégicas en
pacientes con infeccién por virus de hepatitis C (VHC) derivando en gran parte de
los casos en DMT2 [102].

Multiples estudios han asociado la resistencia a la insulina derivada del VHC con la
progresién de la enfermedad hepatica por promover la fibrosis hepatica,
observandose correlacion con la reduccion de los niveles hepaticos de IRS2 [103]
asi como la esteatosis [104] y el desarrollo de HCC [105]. Sin embargo, los
mecanismos que orquestan el impacto de la resistencia a la insulina en la progresion

de la enfermedad hepética siguen siendo mayoritariamente desconocidos.

1.3 Respuestareparativa en higado

El higado presenta una extraordinaria capacidad de regeneracion. En principio,
cuando el higado sufre un dafio, se activa un proceso de regeneracién que se basa
en la proliferacion de hepatocitos preexistentes para reemplazar el tejido dafiado
[106]. Sin embargo, en desordenes hepéaticos cronicos en los que la capacidad
proliferativa de los hepatocitos se ve impedida, se activa una segunda via de
regeneracion mediada por la respuesta de las células progenitoras hepaticas (CPH)

que histopatolégicamente se conoce como reaccion ductular [107].
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1.3.1 Respuesta de las CPH frente al dafio hepéatico cronico

La reaccion ductular es una lesidn reactiva en la zona periportal (que rodea a la
vena porta) y que esta constituida por estructuras ductales, denominadas CPH,
acompafiadas de un conjunto formado por células estromales (CEH y fibroblastos
portales (FP)), células inflamatorias, componentes de la ECM, factores de
crecimiento y citoquinas, que constituyen el denominado nicho de las CPH. El
término estromal describe al tejido conectivo que forma una estructura de soporte
en la que residen las células funcionales del tejido [108]. La ECM es un conjunto de
proteinas que interacciona de manera bidireccional con las células que la rodean
para crear un microambiente que regula la homeostasis celular [109][110]. La ECM
forma una estructura tridimensional que funciona como un andamio para facilitar la
migracion celular o la adhesion de factores de crecimiento o citoquinas [111] para
modular, entre otros, la supervivencia [112], proliferacién, diferenciacién o “cell fate”

[113] [114] de las células circundantes.

Las sefales del nicho han demostrado ser esenciales para la regulacién de las CPH
frente al dafio crénico [115]. Las CPH, denominadas células ovales (CO) en ratén,
emergen o bien a partir del nicho de CPH adultas localizado en el conducto de
Hering, o bien a partir de la desdiferenciacion de hepatocitos y células biliares
epiteliales [116]. Las CPH se expanden guiadas por las sefiales del nicho
proliferando extensamente y diferenciandose de nuevo a células funcionales del
tejido hepdético: hepatocitos y células biliares [117]. Entre estas sefiales se
encuentran los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), que son secretados
principalmente por las CEH y los FP [118][119], siendo entre ellos particularmente
relevante el factor de crecimiento de fibroblastos 7 (FGF7) que ya sido establecido

como critico para expansion de las CPH y la regeneracion [118].

1.3.1.1 El nicho delas CPH. Las CEH Yy la ECM

La CEH son células mesenquimales estromales que se localizan adyacentes a la
vena porta y a la vena central en el denominado espacio de Disse (entre las células
sinusoidales endoteliales y los hepatocitos) y que constituyen del 5-8% de las

células hepéticas en un higado sano [119][120].

13



Capitulo 1. Introduccion

Frente al dafio hepatico, las CEH se activan transdiferenciandose desde células
quiescentes, que acumulan vitamina A, a células proliferativas y fibrogénicas
denominadas miofibroblastos (CEH activadas) que migran hasta la zona de dafio.
Cuando el dafio se convierte en cronico, la acumulacién de CEH activadas se hace
mas evidente alrededor de las CPH en la zona periportal, dénde llevan a cabo un
proceso denominado fibrosis que esta descrito como un depdsito excesivo de ECM
que sirve para reemplazar el tejido dafiado [121] (Figura 4).

Higado " Lébulo hepatico " Seccién transversal del I6bulo |
Vena central Conducto de Hering
Triada
portal
) Arteria ——» (=Y
v Hepatica * conducto
Vena portal biliar Hepatocitos

‘ Dafio hepatico crénico

Las CEH median:
[ —— - Fibrosis
CEH

- Remodelacion de la ECM

CEH - Epitelizacion
quiescente activada
Conducto
ECMqibrosis de Hering Muerte hepatocitica

[ 35S

— Célula
o . | endotelial

.

CEHq Hepatocito

CEHa

A

Reaccién ductular

Espacio de Disse ~ CEHa

I Zona periportal | I Zona pericentral |

Figura 4. llustracién representativa de la respuesta reparativa hepatica frente al dafio
hepatico crénico.
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Continuacion Figura 4: El esquema de la parte superior visualiza la anatomia hepatica con
menor aumento (6rgano), aumento intermedio (I6bulo) y a mayor aumento (a nivel celular).
La parte inferior ilustra la respuesta de las CPH a nivel celular durante el dafio crénico, que
se inicia con la activacién de las CEH y da lugar a la reaccion ductular alrededor de la vena
portal. CB=conducto biliar; VP=vena portal; VC=vena central; AH=arteria hepatica;
ECM=matriz extracelular; FGF7=factor de crecimiento de fibroblastos 7; CPH=células
progenitoras hepaticas; CEHa= células estrelladas hepaticas activadas; CEHqg=células
estrelladas hepaticas quiescentes; FP=fibroblastos portales. Autoria propia, “Created with
BioRender.com”.

1.3.1.2 Regresioén del nicho de las CPH

Para alcanzar una correcta regeneracién hepatica se requiere la regresion de la
fibrosis, dado que la continua acumulacién de ECM destruye las estructuras
hepaticas e imposibilita la correcta funcién del higado [122]. Para ello es necesaria
la resolucién de la activacion de las CEH que son las principales productoras de
ECM durante la fibrosis hepética [123] [124]. De hecho, la activacion sostenida de
las CEH deriva en cirrosis, un estado muy avanzado de fibrosis hepética en el que
no so6lo aparece una mayor deposicion de ECM, sino que también se produce
disrupcion tisular, alteracién de la circulacién sanguinea y riesgo de fallo hepatico
[122][125]. Del proceso de reversion de las CEH, aunque es muy poco conocido
hasta el momento, se sabe que es dinamico y reversible, y que ocurre durante la
reparacion del tejido y cuando cesa el dafio [126] [127]. Las CEH desaparecen o
bien entrando en apoptosis 0 senescencia, o bien mediante su reversion fibrogénica
desde CEH activadas a un estado inactivado (CEH revertida) caracterizado por la
salida del ciclo celular en el que se asemejan de nuevo a CEH quiescentes
[128][126] permitiendo asi la regresion de la activaciéon de las CEH y la reparacion

del tejido epitelial funcional (Figura 5).
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‘ Dafio hepético crénico Reparacién epitelial
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quiescente activada activacion de las CEH
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Figura 5. Reversion fibrogénica de las CEH.

llustracion representativa de los diferentes estados de transdiferenciacion de las CEH desde
su activacion durante el dafio crénico hasta su regresién, que resulta esencial para la
reparacion epitelial y que ocurre mediante apoptosis, senescencia y reversion a un estado
similar al quiescente. CEH=células estrelladas hepaticas. Autoria propia: “Created with
BioRender.com”.

En los Ultimos afios se ha dedicado mucho esfuerzo a intentar entender los
mecanismos que regulan la activacion e inactivacion de las CEH. Uno de los
mecanismos involucrados mas caracterizados hasta el momento es la regulacion
del flujo autofagico. La autofagia es un proceso catabdélico dependiente de lisosoma
que permite la obtencidon de nutrientes a través de la degradacion de organulos
citoplasmaticos [129]. Las CEH en estado quiescente acumulan gotas lipidicas
(vitamina A) como reserva de energia [128]. En caso de dafio hepatico, el flujo
autofagico de las CEH se activa para obtener acidos grasos a partir de los ésteres
de retinilo (vitamina A) presentes en las gotas lipidicas, que aportaran la energia
necesaria para mantener a las CEH en estado activado, es decir, en estado fibrético
y proliferativo. Un bloqueo en la autofagia limita la energia de las CEH, frenando su
activaciéon y con ello la fibrosis [130]. In vitro, el tratamiento a corto plazo de la linea
de CEH LX-2 con el inhibidor del flujo autofagico 3-Metil Adenina (3-MA) ha
demostrado ser suficiente para frenar la activacion de la linea LX-2, reduciendo la
expresion de marcadores de fibrosis [131] y promoviendo la acumulacion de lipidos

[130], es decir, generando un fenotipo caracteristico de CEH revertida (quiescente).
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La cantidad y composicion de la ECM varia en base a la transdiferenciacién de las
CEH durante la progresion/resolucion del dafio hepético [110][132]. El dinamismo
de la ECM depende de su ritmo de sintesis y de degradacion proteolitica que es
llevada a cabo por las metaloproteinasas (MMPs). El inhibidor 1 del activador de
fibrinégeno (PAI-1/SERPINE1), inhibe la activacion de las MMPs dependiente de
plasminégeno [133] y es considerado, por tanto, como uno de los principales
remodeladores de la ECM. En higado, SERPINEL1 se incluye en la lista de elementos
integrantes del ECM cuya funcién consiste en regular la propia ECM [110]. Las CEH
son una fuente muy importante de SERPINE1 [134], que también puede ser
secretada por hepatocitos [135]. Sin embargo, existe una gran controversia sobre la
contribucién de SERPINE1 en la regulacion del ECM y su impacto en la
regeneracion hepatica, de manera que existen estudios que sefialan a SERPINE1

como inductora de fibrosis [136] [137] y otros como antifibrética [138].

1.3.2 La respuesta reparativa durante la progresion de las

enfermedades hepéticas

El defecto en la respuesta reparativa mediada por el nicho de las células
progenitoras hepaticas (CPH) ha sido propuesto como un evento crucial para

progresion de las enfermedades hepaticas [89][139].

Entre los mdltiples estudios que respaldan esta propuesta se encuentra un analisis
comparativo entre pacientes con EHGNA “moderada” y EHGNA “severa” (con
elevado grado de fibrosis) que encontré como genes distintivos aquellos implicados
en la regulacién de la reparacion de tejido/regeneracién y el metabolismo [140].
Estudios en EHGNA, tanto en ratén como en humano, han confirmado la presencia
de reacciones ductulares y han establecido una fuerte correlacion entre la presencia
de estos eventos y la progresion de la enfermedad [107][141]. También se observan
reacciones ductulares en pacientes con VHC siendo el incremento en CPH
especialmente relevante en aquellas secciones hepaticas obtenidas de pacientes
con cirrosis causada por VHC [142]. Sin embargo, queda por evaluar la posible
implicacién de la resistencia a la insulina en el defecto de la respuesta reparativa

que facilita la progresion de la enfermedad hepatica (Figura 6).
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Figura 6. El defecto en la respuesta reparativa ha sido asociado con la progresiéon de
las enfermedades hepaticas vinculadas con la resistencia a la insulina.

llustracion esquematica del impacto de la reaccion ductular frente al dafio cronico en la
progresion de la EHGNA [89] y la posible implicacion de la resistencia a la insulina en el
proceso. Autoria propia: “Created with BioRender.com”.

1.3.3 Lasefializacion deinsulina-IRS2 durante larespuestareparativa

El defecto crénico en la respuesta reparativa cutdnea es una de las principales
complicaciones en pacientes con diabetes (afectando al 25% de los pacientes
[143]). Comparado con el resto de la poblacion, los pacientes con diabetes tienen
de 10 a 20 veces mas riesgo de padecer una amputacion por Ulceras cronicas [144].
La resistencia a la insulina, uno de los sellos distintivos de la DMT2 que
recientemente se ha visto también involucrada en la patogénesis de la DMT1 [145],
provoca un retraso en la reparacion de herida en piel de ratén [146]. En la misma
linea, la aplicacion de insulina de manera tdpica en ratas diabéticas (con resistencia
a laiinsulina) es suficiente para contrarrestar el defecto en la sefializacion de insulina

y acelerar la reparacion de herida [147] sugiriendo que la resistencia a la insulina
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podria ser uno de los factores desencadenantes del defecto crénico en la respuesta
reparativa cutdnea durante la DMT2. Curiosamente, los ratones diabéticos también
presentan un defecto en Fgf7, originado por mecanismos todavia desconocidos, que
retrasa la reparacion cutdnea [148], de manera que el tratamiento con FGFs ha sido

planteado como terapia para las Ulceras de pie diabético [149].

Al igual que en piel, la insulina ha demostrado tener un fuerte efecto tréfico durante
la regeneracién hepéatica. Tras una hepatectomia ocurre un aumento en los niveles
de insulina en higado que resulta critico para la regeneracion hepatica [150] hasta
tal punto que los pacientes con falta de insulina (insulinopenia) presentan elevado
riesgo de padecer fallo hepatico tras la misma [151]. El tratamiento con IGF-1
recombinante in vivo durante el dafio cronico generado con inhalacién de CCls
también ha demostrado mejorar la funcién hepética por reducir el estrés oxidativo y
la fibrosis [152]. Por otra parte, el correcto funcionamiento del metabolismo de
glucosa en higado ya ha sido descrito como esencial para el suministro de energia
gue requiere la regeneracion hepatica [153]. Tanto es asi que la oxintomodulina, un
novedoso tratamiento contra la DMT2, ha sido propuesto como un potencial
tratamiento para pacientes con EHNA por mejorar la regeneracion hepatica en raton
[154]. El impacto perjudicial de la resistencia a la insulina/DMT2 en la respuesta
reparativa ha sido extensamente estudiado en tejido cutdneo, en el que se ha
calificado a esta condicién como “heridas de diabetes” [143]. No obstante, a pesar
del enorme paralelismo entre los efectos de la resistencia a la insulina/DMT2 en la
respuesta reparativa de piel e higado, existen muy pocos estudios sobre el impacto
de la resistencia a la insulina en la respuesta reparativa hepatica y por consiguiente

en la progresién de las patologias hepaticas.

1.4 Familiade FGFs

En mamiferos la familia FGF consta de 18 ligandos que sefializan a través de 4
receptores de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR) [155]. Los FGFR1-4
son receptores transmembrana tirosina quinasa muy conservados [155]. Un quinto
receptor FGFR5 (también conocido como FGFRL1) puede unirse a FGFs pero no
tiene dominio tirosina quinasa y ha sido sugerido como modulador negativo de la

sefializacion de FGFs [156]. Las FGFs son glicoproteinas secretadas que
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generalmente quedan retenidas por la ECM o por la superficie celular por
proteoglicanos heparan sulfato (HPSG). Para sefializar, las FGFs necesitan ser
liberadas de la ECM por las heparinasas, proteasas o proteinas de unién especifica
a FGF, para posteriormente unirse a los HPSG de superficie celular que
estabilizaran la unién ligando FGF-FGFR formando un complejo ternario [157] [158].
Las FGFs se unen con baja afinidad a las HPSG de la superficie celular y con

elevada afinidad con su FGFR correspondiente [159].

Los FGFR consisten en tres dominios extracelulares de inmunoglobulinas (Ig-I, Ig-
11, 1g-111), una Unica hélice transmembrana y un dominio tirosina quinasa (TK) partido
intracelular. Los dominios Ig-Il e Ig-11l forman el sitio de union con el ligando y con
los HPSG [155]. La especificidad de unién con el ligando FGF la determina el ayuste
alternativo del dominio Ig-1ll. La primera mitad de Ig-lll es codificada por el exon
(Illa) que se divide en el exon llib (“b”) o el exén llic (“c”) y codifica la region
transmembrana [160][161] (Figura 7). Los tejidos epiteliales expresan
predominantemente la isoforma “b” mientras que los tejidos mesenquimales
expresan la isoforma “c” [155]. FGFR4 presenta una isoforma Unica que es paraloga
a la isoforma “c” [160]. Otros parametros que también participan en la especificidad
de union son la expresion especifica de los diferentes ligandos y receptores en
funcion del tejido y la interaccion de FGFs y FGFRs con algunas proteinas
secretadas o de superficie celular como la familia “Klotho” que aumentan la
especificidad por el ligando FGF23 [162][163].
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Figura 7. Estructura y ayuste alternativo de los FGFR.

(A) La estructura basica del complejo factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-receptor de
FGF (FGFR) consiste en dos moléculas de receptor, dos moléculas de FGFs y una molécula
de proteoglicanos de heparan sulfato (HPSG). La parte intracelular de las moléculas del
receptor consisten en un dominio tirosina quinasa (TK). (B) La especificidad de ligando de los
FGFRs viene determinada por ayuste alternativo del dominio Ig-1ll. La primera mitad del Ig-lll
viene codificada por el exon invariable llla que se divide en el exon lllb o bien en el exén llic.
Ambos lllay llib se dividen para dar lugar al exon que codifica la region transmembrana (TM).
Autoria propia: “Created with BioRender.com”.

1.4.1 Sefalizacion de FGFs

Los FGFR sefializan como dimeros. Su dimerizacién dependiente de ligando
provoca un cambio conformacional en la estructura del receptor que activa el
dominio intracelular de quinasa y resulta en la transfosforilacion de los dominios
tirosina quinasa y de la cola intracelular. Dicha fosforilacién permite el acoplamiento
de proteinas adaptadoras como el sustrato 2 de receptor de FGFR (FRS2) que se
unen a través de su dominio de union fosfotirosina (PTB) a la zona yuxtamembrana
de los FGFRs. Los FGFRs activados fosforilan a FRS2 en mudltiples sitios
permitiendo el reclutamiento de SOS y GRB2 para posteriormente activar la ruta
inductora del crecimiento y supervivencia RAS-MAPK [164]. Por otra parte, GRB2
también es capaz de reclutar un complejo que incluye a PI3K para activar la ruta

antiapoptotica PI3K-AKT [165]. Asi pues, la sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 y
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la sefializacion de FGF-FGFR comparten sus principales efectores moleculares y

presentan, por tanto, funciones similares.

1.4.2 Funciones de los FGFs

Los FGFs actian como mitégenos de amplio espectro, algunos FGFs pueden
también inducir migracion celular, angiogénesis, crecimiento y supervivencia celular
[166][167]. Las FGFs se han visto implicadas en la regulacion del desarrollo en
vertebrados. De hecho, ya se ha demostrado que los FGFRs llevan a cabo un papel
crucial durante el desarrollo temprano modulando procesos como el crecimiento de
blastocito o la induccion del mesodermo primario [168]. En las etapas tardias del
desarrollo las FGFs regulan el crecimiento y la diferenciacién en varios tejidos y
6rganos [169][170]. Cuando se expresan de manera inapropiada, los FGFs y sus
receptores pueden contribuir a la patogénesis del cancer [155], asi como al
desarrollo de desérdenes hereditarios 6seos como la acondroplasia [171]. Ademas,
los FGFs, y en particular la subfamilia de FGF7, han sido establecidos como
moduladores clave de los procesos de reparacion en diferentes tejidos y érganos e
incluso han sido estudiados como posibles tratamientos frente a defectos en la
reepitelizacion de herida, la radiaciéon o la mucositis generada por quimioterapia
[172].

En higado, ciertas FGFs como FGF19 y FGF21 han demostrado tener un papel
central en la regulacion del metabolismo hepatico y han sido asociadas de manera
directa con la progresién de la EHGNA Yy el desarrollo del HCC [173][174][175]. Otras
como FGF1, FGF2 y la familia FGF8 han sido descubiertas como inductoras de la
activacion de las CEH y promotoras de la fibrogénesis y de remodelacion de la ECM
que desencadena en HCC [175][176][177].

1.4.3 Subfamilia de FGF7

La subfamilia de FGF7, formada por FGF3, FGF7, FGF10 y FGF22, es Unica entre
las FGFs porque sus miembros son secretados exclusivamente por el mesénquima
y activan especificamente las isoformas “b” de FGFR1/2 presentes en el epitelio
presentando mayor afinidad por FGFR2b que por FGFR1b [178][179][180]. El caso

de FGF7 es excepcional ya que sefaliza Unicamente a través de FGFR2b [167]
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(Figura 8). El resto de subfamilias de FGFs son secretadas por los tejidos epiteliales
y se unen casi de manera exclusiva a la isoforma mesenquimal “c” de los FGFR
[179].

La especificidad de unién entre la subfamilia de FGF7 y FGFR1/2b establece una
comunicacion paracrina entre mesénquima y epitelio que resulta esencial para el

desarrollo y la reparacién de tejidos [118] [180].
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Figura 8. Subfamilia de FGF7.

Las células epiteliales expresan la isoforma Illb y las mesenquimales expresan la isoforma
lllc. Los FGFs de la subfamilia de FGF7 presentan la particularidad de que son secretados
por la mesénquima y se unen Unicamente a la isoforma b de FGFR1 y FGFR2 presente en el
epitelio. FGF7 se une de manera exclusiva a FGFR2b. Autoria propia: “Created with
BioRender.com”.

1.4.3.1 Subfamilia de FGF7 durante la organogénesis

Los embriones del ratén con delecion de FGFR2 (ambas isoformas) mueren durante
la implantacion [181]. La delecion de la isoforma Fgfr2b (Fgfr2b-/-) en raton origina
altos niveles de apoptosis que provocan un fallo en el desarrollo de extremidades,
pulmones, glandulas mamarias y de la glandula pituitaria anterior causando la
muerte perinatal [182]. Los ratones Fgfr2b-/- también presentan un crecimiento
anormal en glandulas salivares, pancreas, oido interno, dientes, piel y timo,
evidenciando un papel fundamental de Fgfr2b en la regulacion de la comunicacion

mesenquimal-epitelial durante la organogénesis. Curiosamente, los ratones con
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delecion de Fgfl0 (Fgf10-/-) presentan un fenotipo muy similar al del ratén Fgfr2b
[183] mientras que los ratones con delecion de Fgf7 (Fgf7-/-) Unicamente muestran
un leve defecto en el crecimiento del pelo y en la uretra [184] [185]. Los ratones
Fgf3-/- presentan solo anormalidades en el oido interno [186] y todavia no se han
detectado defectos derivados de silenciamiento de Fgfl en ratones [187]. Estos
datos sugieren que Fgfl0 es el ligando de Fgfr2zb mas relevante durante el
desarrollo, mientras que Fgf7 ha sido extensamente relacionado con procesos
postnatales como la reparacion epitelial y la enfermedad. El papel de la subfamilia
de FGF7 en reparacion epitelial fue descubierto en piel y en los Ultimos afios ha sido

también establecido en higado.

1.4.3.2 Subfamilia de FGF7 durante la reparacién epitelial en piel

En la piel, la comunicacion entre fibroblastos (dermis) y queratinocitos (epidermis)
es la principal reguladora de la respuesta reparativa [188]. La subfamilia de FGF7
es sintetizada en la piel principalmente por fibroblastos [189][190], células
endoteliales [191] y células del sistema inmune [192] para activar de manera
paracrina una respuesta en los queratinocitos, que expresan el receptor FGFR2b
[193]. FGF7 lleva a cabo un papel esencial en piel, tanto en condiciones normales
como durante la reparacion de herida. El raton con expresion de la proteina Fgfr2b
dominante negativa, un receptor mutado que es capaz de inhibir la actividad de los
receptores Fgfr2b en queratinocitos, presenta severas anormalidades en piel sana
como atrofia epidérmica y defectos en los foliculos pilosos. Ademas, la falta de
Fgfr2b tras el dafio provoca una reduccion en la proliferacion de los queratinocitos
en el borde de la herida y un retraso en la reepitelizacién [194]. En concordancia,
en piel de ratén, Fgf7 genera una fuerte induccién en la reparacion epitelial tras el
dafio [189]. Curiosamente, en ratones con falta de Fgf7, las heridas por incision se
curan con normalidad, lo que sugiere que la ausencia de Fgf7 puede ser
compensada por otros ligandos de Fgfr2b. Uno de los posibles candidatos es Fgfi0,
que se ha encontrado también en piel sana y en los bordes de herida tanto de
ratones de fenotipo salvaje como en los ratones con falta de Fgf7 [192]. Aunque, a
diferencia de Fgf7, Fgfl0 no se ve inducido durante la reparacion de herida [190].
La muerte prematura de los ratones con delecion de Fgfl0 [195] ha dificultado el

estudio de su contribucién durante el proceso de reparacion de herida. Otro de los

24



Capitulo 1. Introduccién

posibles candidatos es Fgf22 cuya expresion se ha visto fuertemente inducida en la
epidermis hiperproliferativa de las heridas sugiriendo que podria contribuir en la

reparacion epidérmica [196].

1.4.3.3 Subfamilia FGF7 durante la reparacion epitelial en higado

En higado de raton sano no se ha detectado expresion de Fgf7, Fgfl0 o Fgf22 y, en
el caso de Fgf3, su expresion se ha detectado Unicamente en higados jévenes pero
desaparece con la edad [197]. Fgfr2b ha podido detectarse en higado sano, aunque
a niveles muy bajos viéndose su expresion fuertemente inducida en CO durante el
dafio hepatico [198]. El modelo de ratdn con expresion de la proteina Fgfr2b
dominante negativa Unicamente en hepatocitos, presenta una regeneracion
hepética impedida tras el dafio agudo (hepatectomia) debido a un defecto en la
proliferacion de los hepatocitos que quedan arrestados en la fase G1 tardia del ciclo
celular [197]. Entre sus multiples ligandos, el papel de Fgfr2 durante la regeneracion
hepatica ha sido recientemente atribuido a Fgf7.

En higado humano y de ratén, FGF7 es expresado por las CEH en estado activado
(miofibroblastos) [199]. Sin embargo, en el modelo de dafio hepatico cronico en
ratén con la dieta 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina (DDC) los FP positivos para
el antigeno celular del timo 1(Thy1+) han sido identificados también como fuente de
Fgf7 [118] [200]. La expresion de Fgf7 experimenta un aumento aberrante al inicio
del dafo hepatico crénico con la dieta DDC y se mantiene significativamente
aumentada durante los siguientes 14 dias de dieta [201]. Durante la dieta DDC, los
ratones Fgf7-/- muestran una reduccién significativa en la expansiéon de CPH y
niveles elevados de mortalidad durante el dafio hepatico crénico, demostrando que
la comunicacion paracrina entre el Fgf7 secretado principalmente por CEH y Fgfr2b,
expresado en CO durante el dafio, resulta esencial para iniciar la expansion de CPH
asi como para el remodelaje y la epitelizacién de las CPH durante el dafio hepético
cronico [118]. Sin embargo, los mecanismos que regulan la comunicacion a través

de Fgf7 en el nicho de las CPH todavia se desconocen.

Respecto al resto de ligandos de Fgfr2b, varios estudios determinan que la
induccion en la expresion de Fgf3 y Fgfl es modesta e incluso practicamente

indetectable durante el tratamiento con la dieta DDC [118][201]. Sobre la expresion
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de Fgfl0 y Fgf22 existe controversia, ya que existen estudios que afirman que su
expresion es practicamente indetectable durante el dafio hepético crénico generado
con la dieta DDC [118] y otros que detectan una induccion en la expresion de Fgf10
y Fgf22 similar a la observada en Fgf7. En el mismo estudio se demuestra también
gue la sobreexpresion de Fgfl0 durante el dafio hepatico crénico genera un
aumento en la expansiéon de CPH (A6+) [201]. Es posible, por tanto, que Fgfl0 no
sea solo relevante durante la organogénesis sino también durante la respuesta
reparativa hepatica [201]. La funciéon de Fgf22 durante la respuesta reparativa

hepatica es desconocida.

1.5 EI factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2
(NRF2)

1.5.1 NRF2 como defensa frente el estrés oxidativo

El estrés oxidativo es uno de los eventos patogénicos mas relevantes para la
progresién no solo de la EHGNA, siendo el principal desencadenante del “segundo
hit’, sino también del resto de enfermedades hepaticas [202]. El factor de
transcripcion NRF2 es un elemento crucial en la defensa contra el estrés oxidativo
[203]. NRF2 controla la expresion de proteinas antioxidantes y de enzimas
involucradas en la detoxificacién de productos dafinos que reducen los niveles de
ROS actuando como citoprotectores [204]. NRF2 es miembro de la familia
‘cap“n’collar’, de la que en vertebrados también forman parte NRF1 y NRF3 [205].
En el nlcleo, los factores de transcripcion NRF necesitan dimerizar con las proteinas
pequefias de fibrosarcoma musculoaponeurético (MAF) para unirse al elemento de
respuesta antioxidante (ARE) presente en los promotores de sus genes diana [205]
[206]. Numerosos estudios con ensayos in vitro de union a ADN y de transfeccion
sefialan a NRF2 como la principal proteina inductora de la transcripcion dirigida por
ARE [206]. De hecho, aunque ambos, NRF1 y NRF2, estan presentes en higado,
estudios con la linea celular hepéatica HepG2 demuestran que NRF2 actia de
manera significativamente mas eficiente para activar la expresion de genes a través
de ARE que NRF1 [204] [207].

Aunque los tres NRFs presentan patrones de expresion solapados parcialmente y

funcionan como factores de transcripcién activados por el estrés, estudios con
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modelos animales han demostrado que presentan funciones no redundantes [205].
Mientras que en los ratones Nrf3-/- no se observa ninguna alteracién [208], los
ratones Nrfl-/- sufren de estrés oxidativo hepatico durante el desarrollo [209] y
mueren antes de nacer [210]. Nrf2 no es necesario durante el desarrollo ya que los
ratones Nrf2-/- nacen sin complicaciones [211]. Sin embargo, el papel crucial de
NRF2 frente al estrés oxidativo queda evidenciado por el fenotipo postnatal de los
ratones Nrf2-/-. Incluso los ratones Nrf2-/- jbvenes son mas susceptibles a toxinas
[212] y con la edad desarrollan desdrdenes neurodegenerativos [213] o una
enfermedad autoinmune similar a lupus eritematoso [214] cuyo origen se ha

relacionado con un exceso de estrés oxidativo.

En piel y en higado la falta de Nrf2 incrementa la susceptibilidad de padecer cancer
[215][216]. De hecho, el efecto de varios compuestos antioxidantes evaluados en
ensayos clinicos por su potencial como defensa frente agentes carcindgenos
desaparece en ratones Nrf2-/- indicando que sus actividades estan mediadas por
NRF2 [216][217][218][219][220].

1.5.2 Activacion de NRF2

La activacion de NRF2 puede ocurrir a través de la ruta canénica y de la ruta no
canénica. En la ruta canonica la actividad de NRF2 esta regulada por la proteina 1
asociada a ECH tipo Kelch (KEAP1) que se une a NRF2 por defecto y lo dirige hacia
el proteasoma para su degradacion. En presencia de estrés oxidativo, KEAP1 actua
como sensory libera a NRF2, evitando su degradacion y permitiendo su traslocacion
al nucleo para inducir la expresion de genes antioxidantes [221][222]. La ruta no
canlnica, descubierta recientemente en hepatocitos, estd modulada por el
sequestosoma 1 (SQSTM1) / P62. Normalmente P62 actia uniendo las proteinas
cargo a la membrana del autofagosoma para que sean degradadas por autofagia
[223]. Posteriormente, P62 se integra en el autofagolisosoma y es degradado
durante el proceso de autofagia de manera que un bloqueo en la autofagia genera
una acumulacién de P62 y, asimismo, una acumulacion en P62 es considerada
como un marcador del bloqueo en la autofagia [224]. P62 presenta una gran afinidad
por KEAP1 de manera que, cuando se acumula por un bloqueo en la autofagia,
compite con NRF2 por la unién por KEAP1, dejando a NRF2 libre para activar la
expresion de sus genes diana [225][226] (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de activacién de NRF2.

KEAP1 actia como modulador negativo de NRF2, uniéndose al mismo para promover su
degradacidn por el proteosoma. En la ruta candnica, las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y en la ruta no candnica, P62, impiden la union de NRF2 con KEAP1 para evitar su
degradacion y promover su traslocacion al nicleo para activar la expresién de sus genes
diana a través del elemento de respuesta antioxidante (ARE). Autoria propia: “Created with
BioRender.com”.

También existe una estrecha correlacion entre la sefializacion de insulina-IRS2 y el
estrés oxidativo pudiendo ambas rutas actuar de manera coordinada. De hecho, la
estimulacién con insulina promueve la generacion de un ambiente oxidado para
liberar a la proteina tirosina fosfatasa (PTBP1), inhibidora del receptor de insulina,
facilitando y potenciando de este modo la activacion de la sefializacion de insulina
[227][228].

1.5.3 Papel protector de NRF2 frente a las patologias hepéticas

Los pacientes con EHGNA presentan elevados niveles de estrés oxidativo y de
expresion de NRF2 [229] cuya actividad se ha visto aumentada con el progreso de
la enfermedad [230]. Los estudios con roedores sugieren que Nrf2 actia de manera
dual como protector frente al desarrollo de la EHGNA [231]. Esto se debe a que la
falta de Nrf2 ha demostrado, por un lado, activar la lipogénesis y promover la

acumulacion hepatica de lipidos durante el tratamiento con el modelo de dieta grasa
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para la induccioén de esteatosis, demostrando que Nrf2 protege frente al “primer hit”
[232][233]. Por otro lado, la delecion de Nrf2 promueve la progresion desde
esteatosis a EHNA y contribuye para acentuar la enfermedad, evidenciando un
papel de Nrf2 como modulador negativo del “segundo hit” mediante mecanismos
gue son todavia desconocidos [234]. En la misma linea, la activacion farmacologica
de Nrf2 durante el tratamiento con diversos modelos para inducir EHGNA ha
demostrado ser una estrategia efectiva para prevenir la EHGNA y su progresién en
ratones de fenotipo salvaje [202][233], a pesar de que por el momento las terapias

para EHNA dirigidas a Nrf2 todavia no han sido implementadas en clinica [235].

1.5.4 NRF2 durante larespuesta reparativa

Uno de los posibles mecanismos planteados para explicar el papel protector de Nrf2
frente al desarrollo de patologias hepéticas se basa en las crecientes evidencias de
gue Nrf2 resulta necesario para la reparacion de tejido. Curiosamente el papel
crucial de Nrf2 durante la regeneracion hepética es dependiente de la sefalizacion
de insulina/lgf-1. Asi pues, en ratones Nrf2-/-, el aumento del estrés oxidativo genera
resistencia a la insulina/Igf-1 impidiendo la activacion de las cascadas mitogénicas
y de supervivencia Pi3k-Akt y Ras-Mapk, y resultando en una regeneracion hepatica
defectuosa [236].

1541 Papel de NRF2 en CEH

La falta de Nrf2 durante el tratamiento con el modelo de fibrosis inducida con CCls
agrava la fibrosis y retrasa la regeneracion hepética [237]. En concordancia, ya ha
sido demostrado que la activacion de NRF2 en CEH reprime su activacion y atenta

la fibrosis mejorando la regeneracién hepatica [238].

1.5.4.2 Papel de NRF2 en hepatocitos

En contraste con el efecto atenuador de NRF2 en las CEH, ya se ha demostrado
que la activacién de NRF2 en hepatocitos promueve la reaccion ductular mediante
la secrecién de la proteina del cuadro 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1)
promoviendo la progresion de tumores durante el dafio crénico generado por un
déficit en la autofagia [239]. En concordancia, la sobreactivacién de Nrf2 mediada

por la acumulacién constitutiva de P62 en hepatocitos promueve la hepatomegalia,
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el dafio hepéatico y la tumorigénesis [240]. Estos estudios sugieren que NRF2 podria
presentar papeles opuestos en CEH y en hepatocitos y remarcan el estricto

equilibrio que requiere la regulacién de NRF2 en higado.

1.5.4.3 Papel de NRF2 en fibroblastos de piel

Nrf2 también ha sido establecido como crucial para la respuesta reparativa en piel.
Curiosamente, al igual que en higado, el papel de Nrf2 durante la respuesta
reparativa cutanea también ha sido vinculado con la sefializacién de insulina/IGF-1.
Asi pues, multiples estudios demuestran que la induccion impedida de Nrf2 en el
borde de la herida es uno los principales eventos desencadenantes del defecto en
la respuesta reparativa cutanea durante la diabetes [241][242]. Tanto es asi que el
silenciamiento tépico de Keapl (inhibidor de Nrf2) mejora la regeneracién y acelera
el cierre de herida en ratones diabéticos [241][243]. El mecanismo mediante el que
Nrf2 promueve la reparacién cutanea ya ha sido descrito y esté dirigido por los
fibroblastos [244]. La sobreexpresion de Nrf2 en fibroblastos induce la transcripcién
de diversos integrantes de la ECM entre los cuales SERPINE1 (también conocida
como PAI-1) desarrolla un papel principal. SERPINE1 ya ha sido descrita
anteriormente como necesaria y suficiente para inducir senescencia en fibroblastos
[245]. El depésito de SERPINEL en la ECM es recibido por los fibroblastos como
una sefial de reprogramacion celular y activa un fenotipo de secrecién asociado a
senescencia (SASP) que promueve la secrecion de FGF7 y la reepitelizacion de

herida, pero también la tumorigénesis [244] (Figura 10).
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Figura 10. La reprogramacion celular mediada por NRF2 en fibroblastos induce la
reepitelizaciéon de herida y la tumorigénesis.

La activacion de NRF2 en fibroblastos altera la composicién de la ECM promoviendo entre
otros, el depdsito de SERPINEL. El aumento de SERPINEL en la ECM es recibido como una
sefial de senescencia y activa el fenotipo de secrecion asociado a senescencia (SASP)
promoviendo la secrecién de factores como FGF7 o IL6 que favorecen la epitelizacion, pero
también la tumorigénesis. Autoria propia: “Created with BioRender.com”.

Dado que el defecto en la epitelizacion de herida en ratones diabéticos db/db ha
sido previamente atribuido a un déficit en la expresion de Fgf7 [246], estos datos
sugieren la prometedora hipoétesis de que el efecto positivo generado por la
activacion de NRF2 en la reparacién de herida cutanea durante la diabetes podria
estar mediado por la inducciéon de SERPINE1 y FGF7 en fibroblastos. Aunque
todavia no se ha evaluado cémo la diabetes resulta en un defecto en Fgf7 ni
tampoco el posible papel del eje Nrf2-Serpinel en el proceso, numerosos estudios
asocian el defecto crénico en la reparacidon de herida cutdnea durante la diabetes
con una desregulacion tanto de la transdiferenciacion de fibroblastos a

miofibroblastos como con una inadecuada produccién/composicion de la ECM [247].
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1.6 Senalizacion local de insulina/IGF-1-IRS2 durante la

respuesta reparativa

Varios estudios recientes sugieren un posible papel de la sefializacion de
insulina/IGF-1-IRS2 en la regulacion del nicho de las CPH. Por un lado, el modelo
de dieta grasa en raton que generaresistencia a la insulinay EHGNA [248], provoca
un aumento en los niveles de los marcadores de CEH activadas a-sma y Collal
[249], un fenotipo que también ha sido detectado en biopsias de humanos con DMT2
[250]. Por otro lado, la infusion continua de insulina en hamsteres durante la
induccion de EHGNA diabética (ingesta de la dieta EHNA acompafiada de
inyecciones de estreptozotocina) mejora significativamente la progresion de la
EHGNA, entre otros, a través de la represion en la activacion de las CEH [251].
Ademas, la infusion selectiva de insulina en la zona portal previene la atrofia e
induce la proliferaciéon de hepatocitos [252], aumenta la regeneracién hepatica en
donantes de higado [253] [254] y mejora el ratio de supervivencia durante la hepatitis
fulminante [255].

En la misma linea, cambios en los niveles de expresion de IRS2 han sido asociados
con la progresion de enfermedades hepaticas crénicas como la EHGNA [90], la
hepatitis [103] o el HCC [256], patologias hepéticas graves en las que se ha
observado expansién de CPH y de su nicho [107][257]. En el modelo de ratédn Irs2-
/- laresistencia a la insulina no origina de manera espontanea dafio hepatico crénico
0 EHGNA. Sin embargo, ya ha sido demostrado que el modelo de ratén con delecién
del homélogo de fosfatasa y tensina (Pten), un regulador negativo de la sefializacién
de Akt, desarrolla progresivamente EHGNA, EHNA y HCC [258] [259] como
resultado de un bucle de induccién positiva mediado por la accion conjunta de Irs2
con la ruta de sefializacion Hippo-Yap, extensamente conocida como moduladora
de la respuesta de las CPH [260][261].

Curiosamente, en los Ultimos afios se ha descubierto que la insulina no solo actia
de manera sistémica, sino que funciona también a nivel local para coordinar el
metabolismo y el crecimiento de tejidos. En concreto, la sefializacion local de
insulina desarrolla un papel crucial en la regulacién de la respuesta de las células
madre/progenitoras frente al dafio [262] (Figura 11). Este mecanismo fue

descubierto en el tejido nervioso de Drosophila melanogaster en el que se observé
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gue las células madre neuronales se activaban Unicamente en respuesta a las
sefiales locales de insulina/IGF-1 generadas por las células gliales vecinas del nicho
en respuesta las sefiales sistémicas derivadas de la ingesta, de manera que la
expresion forzosa de insulina/IGF-1 en glia o la activacion de PI3K/Akt en
neuroblastos, dirigia el crecimiento y la proliferacién de los neuroblastos incluso en
ayunas [263]. Este sistema, mediante el que el nicho de las células madre actla
como amortiguador, aislando a las células madre de las sefiales sistémicas y
restringiendo su respuesta a las sefiales locales, se ha visto conservado en
mamiferos. La secrecién local de IGF-1 mantiene la pluripotencia de las células
madre neonatales de espermatogonia [264]. Asimismo, en ratén, el dafio provocado
por una isquemia resulta en un aumento en la produccioén de Igf-1 por parte de los
astrocitos cercanos a la zona dafiada, promoviendo la proliferacion de las células
neurales vecinas [265] y la infusion directa de Igf-1 en regiones especificas induce
neurogénesis observandose paralelismo con el mecanismo detectado en
Drosophila melanogaster [266]. Sin embargo, por el momento, se desconoce el
posible impacto de la sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 sobre el nicho de CPH

durante la regeneracién hepatica.

e © |Insulina/IGF-1
eﬁalg 5 sistémica
- — T IR/IGF1-R

Figura 11. Efecto local de lainsulina en el nicho de células madre/progenitoras.
Diferentes sefiales sistémicas estimulan a las células del nicho para secretar insulina/IGF-1.
Lainsulina/IGF-1 se unen a sus respectivos receptores (IR/IGFR1) expresados por las células
madre/progenitoras e inducen cambios en su comportamiento, promoviendo su crecimiento
y la proliferacion. Autoria propia: “Created with BioRender.com”.
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Hipotesis y objetivos

Resultados previos del laboratorio demuestran que el modelo murino Irs2-/-,
resistente a la insulina [267], presenta durante el dafio hepatico crénico generado
con el modelo de dieta DDC 0.1% (1) una regeneracion hepatica defectuosa [268]
(Figura 12A), y (2) que una induccion impedida de Fgf7 y de su receptor Fgfr2b
(Figura 12B) [268]. Estos datos establecen un vinculo entre la sefalizacion
endocrina de insulina y la sefalizacion paracrina de Fgf7 cuyo defecto podria
desencadenar en una reepitelizacion impedida/tardia en higado, al igual que la que

genera la resistencia a insulina en otros tejidos como la piel (Figura 12A).

El objetivo del presente trabajo es determinar los mecanismos biologicos y
moleculares mediante los que la sefializacion endocrina de insulina/IGF-1-IRS2
modula la epitelizacion mediada por FGF7 en el nicho de CPH por su potencial como
desencadenante del impacto de la resistencia a insulina en el desarrollo de

enfermedades hepéticas.

Para estudiar el papel de la sefalizacion de insulina/IGF-1-IRS2 en la epitelizacion
mediada por FGF7 en el nicho de CPH se ha empleado el modelo de raton Irs2-/-
durante el dafio hepético cronico con la dieta DDC 0.1% y diversos modelos
celulares in vitro de CPH (HepaRG) y de CEH (CEH primarias (CEHp) y la linea

celular LX-2) mediante los que se evaluaran las siguientes hipétesis (Figura 12C):

Hipodtesis 1. La sefalizacion de insulina/IGF-1-IRS2 actia en las CPH para
promover la respuesta a FGF7 a través de FGFR2b y, por tanto, su efecto en la

epitelizacion desde CPH hasta hepatocitos.

. Estudiar el efecto de la sefalizacién de insulina/IGF-1-IRS2 en la

respuesta de las CO/CPH a FGF7 in vivo e in vitro.
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Hipotesis 2. La sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 actla en el nicho para inducir
FGF7.

o Determinar la funcién bioldgica de la sefializacion de insulina/IGF-
1-IRS2 en la regulacion de Fgf7 in vivo.

. Generar un modelo para estudiar la comunicacién paracrina a
través de FGF7 en el nicho de CPH in vitro.

. Evaluar el mecanismo biolégico y molecular mediante el que la
sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 actiia en el nicho para inducir FGF7,

empleando, entre otros, el modelo generado.
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Figura 12. La sefializacion endocrina de insulina/IGF-1-IRS2 regula la comunicacion
paracrina entre FGF7 (CEH) y FGFR2b (CPH) durante el dafio hepatico crénico.

(A) Modelo resumen de los defectos en la reepitelizacion derivados de la resistencia a la
insulina. (B) Imagenes de inmunofluorescencia confocal en higado de ratones WT (fenotipo
salvaje) e Irs2-/- (raton deficiente del gen Irs2) tratados durante 21 dias con la dieta DDC
representativas de la induccion en Fgf7 y Fgfr2 alrededor de ductos (linea blanca punteada)
donde se dispone el nicho de CPH (linea amarilla punteada). (C) Modelo resumen de la
hipotesis a testar (n=4). (A) y (C) Autoria propia: “Created with BioRender.com”.
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3.1 Experimentacion animal

3.1.1 Modelos

Los animales utilizados durante este proyecto son el modelo de ratén Irs2-/- que fue
generado en la cepa C57BL/6 y presenta una delecién en todo el organismo del gen
que codifica para la proteina Irs2 y los ratones de fenotipo salvaje (Wild-Type (WT))
empleados como controles. El modelo de ratén Irs2-/- ha sido mantenido y
caracterizado genotipicamente por Aranzazu Leal y Carlos Acosta mediante PCR

siguiendo las indicaciones descritas en la bibliografia [44].

Los ratones Wild-Type (WT) e Irs2-/- de la cepa C57BL/6, fueron estabulados en el
animalario del CIPF reconocido como Centro de Cria, Usuario y Suministrador de
animales de experimentacién (niUmero de registro; ES 46 250 0001 002) bajo la
normativa espafiola vigente (RD 53/2013). Se mantuvieron en instalaciones libres
de patdégenos (SPF) y separados en areas de trabajo especificas para ratones
inmunocompetentes (colonia WT e Irs2-/-) y en condiciones controladas gracias al
uso de microaisladores y racks ventilados, bajo ciclos de luz de 12 horas y a una

temperatura de 23°C con acceso libre a comida y agua.

La experimentacién animal fue realizada por personal acreditado siguiendo
procedimientos previamente aprobados por el “Comité Etico de Experimentacion
Animal” (CEEA) del Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF) y el Ministerio

de agricultura, pesca, alimentacién y agua de la Generalitat Valenciana.
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3.1.2 Induccion de dafio hepético crdnico

Las hembras WT e Irs2-/- C57BL/6 de 10 a 12 semanas (con niveles iniciales de
glucosa en sangre en ayunas <100 mg/dL por un estado de hiperinsulinemia)
recibieron la dieta LabDiet® (5015) modificada para contener 0.1% de 3.5-
dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina (DDC) (TestDiet®) durante 7 o 21 dias. La
exposicion continuada al DDC promueve la acumulacién de porfirina. La porfirina
precipita al ser eliminada de los hepatocitos a través de los canaliculos biliares
formando cristales o tapones de porfirina que obstruyen su lumen impidiendo el
drenaje de la bilis (colestasis) y provocando dafio en los hepatocitos. Por inducir
dafio en los ductos biliares y en los hepatocitos, la respuesta reparativa en raton
tras la exposicién a la dieta DDC 0.1% se manifiesta como una pronunciada reaccién
ductular en la zona periportal con elevada fibrosis periductal [269]. Esto convierte a
la dieta DDC, a diferencia de otros modelos de dafio hepatico crénico que inducen
especificamente fibrosis, en un modelo idéneo para el estudio de la interaccion entre
los diferentes elementos de la reaccion ductular, una de las huellas patoldgicas

caracteristica de las enfermedades hepaticas en humanos [270].

3.1.3 Estimulacion con Fgf7 recombinante de raton (Fgf7rr)

La estimulacion con Fgf7rr se llevé a cabo tras 21 dias de dieta DDC mediante
inyeccién intraperitoneal de 0.3 mg/kg de Fgf7rr (Taper BioLegend®, 752206) o del
vehiculo, tampén fosfato salino (PBS), en los 30 minutos previos al sacrificio. Los

sacrificios se llevaron a cabo por dislocacién cervical.

3.1.4 Recoleccion de muestras biolégicas

Tras el sacrificio de los ratones se extrajo el l6bulo izquierdo del higado. Para
andlisis proteico o de expresion génica, que fue dividido en pequefias porciones de
tejido y congelado inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenado a -80°C hasta
su procesamiento. Para el andlisis de inmunofluorescencia (tras 7 dias de DDC) el
I6bulo izquierdo se incluyd completo en fresco en el compuesto de temperatura
Optima de corte (OCT) (Tissue-Teak®, 4583) para ser congelado inmediatamente

en hielo seco y almacenado a -80°C hasta su uso.
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3.2 Cultivos celulares

El cultivo celular se llevd a cabo en condiciones de esterilidad. Los cultivos se
mantuvieron en incubador (Thermo Fisher Scientific®) en condiciones controladas
de temperatura (37°C), humedad (95%) y CO: (5%). La descongelacion celular se
realizé mediante incubacion en un bafio a 37°C. El medio fue reemplazado con una
frecuencia de 3 veces por semana. El resto de las condiciones se establecieron

siguiendo las especificaciones de cada uno de los cultivos empleados (Figura 13):

La linea celular HepaRG (cedida amablemente por la Dra. Anne Corlu y la Dra.
Cristiane Guillouzo, Universidad de Rennes) es una linea celular humana de
hepatoma derivada de un colangiocarcinoma. A baja densidad presentan un
fenotipo desdiferenciado (positivo para marcadores de células progenitoras
hepaticas) y proliferativo que a medida que aumenta la confluencia se
transdiferencia de manera bipotente a ambos linajes, hepatocitico y biliar, formando
colonias de hepatocitos (“islas de hepatocitos”) que presentan caracteristicas Unicas
por expresar marcadores de hepatocitos maduros comparables con los detectados
en cultivos primarios de hepatocitos. Se considera por tanto una linea de CPH
bipotente y ha sido empleada extensamente como modelo de diferenciacion [271].
La diferenciacion completa de la linea HepaRG ocurre durante 30 dias,
observandose islas de hepatocitos a partir del dia 9. Los experimentos de
diferenciacion temprana se recogieron entre dia 9 y 15 y los de diferenciacion tardia

a dia 25 de la diferenciacion de la linea celular HepaRG.

La linea celular HepaRG se cultivd en medio Williams E Medium (Fisher Scientific®,
11580606) suplementado con 10% de suero Fetal Clone Il (Cytiva®, SH30109.03),
50 uM de hidrocortisona hemisuccinato (Sigma-Aldrich®, H2270), 0,88 uM de
insulina (Roche®, 11376497001), 2 mM de L-glutamina (ThermoFisher Scientific ®,
25030024) y 1% penicilina-estreptomicina (ThermoFisher Scientific ®, 10000 U/mL,
15140122) que sera denominado a partir de ahora como “medio HepaRG”. El medio
de cultivo se renové cada 48h. En experimentos donde se requerian condiciones
sin insulina, se cambié el medio de los cultivos 24 horas después de su siembra a
un medio idéntico, pero sin insulina que sera denominado como “medio HepaRG sin
insulina”. El pase se realiz6 con una ratio de dilucion 1:5 tras 15 dias de

cultivo/diferenciacion celular. Para ello se empleé tripsina-EDTA 0.05% (Gibco®,
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25300054) durante 3 minutos. Siguiendo las especificaciones de diferenciacién, a
partir del dia 15 de siembra se suplementé el medio de cultivo con un 2% de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich-Merck®, D4540). Para el proceso de
descongelacion se utilizé una centrifugacién de 5 minutos a 1000 revoluciones por
minuto (rpm). La linea HepaRG se congeld a una densidad 1:5 con medio HepaRG
frio suplementado con 10% de DMSO (Sigma-Aldrich-Merck®, D4540).

La linea celular LX-2 (cedida amablemente por el Dr. Scott Friedman, Icahn School
of Medicine en Mount Sinai), es una linea de células estrelladas hepaticas (CEH)
humanas aisladas de un higado sano que se inmortalizaron de manera espontanea
al cultivarlas en plastico y en medio con baja concentracion de suero [272]. La linea
LX-2 mantiene la expresion de marcadores caracteristicos de células estrelladas
primarias como GFAP y Vimentina y expresan también el marcador de CEH
activadas a-sma [273]. La linea celular LX-2 fue mantenida en medio DMEM con
alta concentracion de glucosa y piruvato (Gibco® 41966029), suplementado con 2%
de suero fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich®, F7524) inactivado por calor, 2 mM de
L-glutamina (ThermoFisher Scientific®, 25030024) y 1% penicilina-estreptomicina
(ThermoFisher Scientific®, 10000 U/mL, 15140122). Para el proceso de
descongelacion se utiliz6 una centrifugacion de 3 minutos a 1000 rpm y se
resuspendieron las células en medio LX-2 suplementado hasta un 10% de FBS
(inactivado por calor). Tras 24h se cambié el medio a medio LX-2 (2% FBS) que
sera denominado en este trabajo como “medio LX-2". A partir de este momento el
medio de cultivo se renové cada 48h. El pase se realizé con una ratio de dilucion
1:3 antes de que el cultivo llegara a confluencia. Para ello se empleé tripsina-EDTA
0.25% (Gibco®, 25200056) y se centrifugd la resuspension celular resultante
durante 3 minutos a 1000 rpm. Las células utilizadas para tinciones se sembraron
sobre cubreobjetos de cristal pretratados con gelatina (Merck®, G9391) disuelta al
0,1% en agua. La linea LX-2 se congel6 con medio LX-2 suplementado hasta un
20% de FBS (inactivado por calor) y 10% DMSO.

La linea de células estrelladas hepéaticas primarias, denominada CEHp en este
trabajo, fue adquirida de Innoprot®, Derio, Espafia. Se trata de una linea de CEHp
aisladas de higado sano. Las condiciones de cultivo de la linea CEHp fueron

idénticas a las utilizadas con la linea LX-2, a diferencia de que el paso de
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centrifugacién tras la descongelacién fue omitido y de que la concentracién de
tripsina-EDTA fue del 0.05%. El medio de cultivo se renov6 cada 48h. La siembra
de estas células para su mantenimiento se realizé sobre placas pretratadas durante
10 minutos con polilisina (PLL) (Sigma-Aldrich®, P6282) a una concentracion final
de 12 pg/mL. Las células utilizadas para experimentacién y no para mantenimiento,
se sembraron sobre placas pretratadas con gelatina disuelta al 0,1% en agua.

| HepaRG | | LX-2 | | CEHp |

Figura 13. Lineas celulares empleadas.
HepaRG (linea de CPH); LX-2 linea de CEH; CEHp (denominacion empleada en este trabajo
para designar al cultivo de células estrelladas primarias humanas).

3.2.1 Tratamiento con FGF7 recombinante humano (rh) a largo plazo

El FGF7rh (Cell Guidance System®, GFH187) se agregé a 50 ng/mL en el medio
de cultivo de la linea HepaRG a dia 4 tras la siembra renovandose cada 48h por
FGF7 fresco junto con el cambio de medio hasta dia 15 de cultivo (11 dias de

tratamiento) en el que se recogieron las muestras para ser analizadas.

3.2.2 Tratamiento con FGF7rh a corto plazo

El FGF7rh (Cell Guidance System®, GFH187) se agreg6 a 50 ng/mL en el medio
de cultivo de la linea HepaRG a dia 12 tras la siembra recogiéndose las muestras
para ser analizadas a tiempo 0,3,6,12,24,48 y 72h, es decir hasta dia 15 tras la
siembra. A dia 14 se agregd FGF7 fresco junto con el cambio de medio en aquellas

condiciones remanentes.

3.2.3 Inactivacion de células estrelladas con mitomicina C

Una vez crecidas hasta el 75% de confluencia se traté a las células estrelladas (LX-

2 y CEHp) durante 3 horas con MitoC (Roche®, M4287) diluida a una concentracién
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final de 1 mg/mL en medio advanced DMEM/F-12 (Gibco®, 12634028). Tras el
tratamiento, se realizaron 5 lavados con PBS para eliminar cualquier resto del
compuesto citotoxico, siguiendo las especificaciones de tratamiento de tales
residuos y se tripsinizaron para sembrar experimentos en placas tratadas con

gelatina.

3.2.4 Tratamiento de la linea HepaRG con medio condicionado de
CEHp inactivadas

Tras inactivar y tripsinizar las CEHp, se sembraron 2x108 células en una placa de
cultivo de 60 mm y se deseché el medio de las primeras 24h. El medio posterior se
mantuvo durante 24h en el cultivo antes de ser recogido como medio condicionado
que fue agregado directamente al cultivo de HepaRG a dia 13 de diferenciacién
junto con el inhibidor competitivo de FGF7, la proteina recombinante humana
quimera Fc de FGFR2b (FGFR2b Fc rh) (R&D systems®, 665-FR). El cultivo de
HepaRG se mantuvo en medio condicionado + FGFR2b Fc rh hasta el dia 15 en el

que se recogieron las muestras para analizar.

3.2.5 Cocultivo de CEHp con HepaRG a corto plazo

Se sembraron 25,000 CEHp/CEHp inactivadas y resuspendidas en medio HepaRG
sobre cada pocillo de placa de 24 pocillos con células HepaRG a dia 13 de la
diferenciacion. El inhibidor competitivo de FGF7, la proteina recombinante humana
quimera Fc de FGFR2b (FGFR2b Fc rh) (R&D systems®, 665-FR) se agreg6 a una
concentraciéon de 100 ng/mL en el medio HepaRG durante la siembra de las
CEHp/CEHp inactivadas. Tras 48h de cocultivo, es decir, a dia 15 de la

diferenciacion del cultivo de HepaRG, se recogieron las muestras para analizar.

3.2.6 Cocultivo de CEHp/células LX-2 con HepaRG a largo plazo

Se sembraron 12500 CEHp/CEHp inactivadas/células LX-2 sh-luc (control) / sh-
IRS2 (silenciamiento de IRS2) y resuspendidas en medio HepaRG sobre cada
pocillo de placa de 24 pocillos pretratado con gelatina disuelta al 0,1% en agua. Tras
24h se sembré el cultivo de HepaRG (pase 1:5) sobre las CEHp/CEHp
inactivadas/células LX-2. El medio HepaRG se renové cada 48h. En el caso de las

CEHp/CEHp inactivadas se agreg6 a partir del dia 4 el inhibidor competitivo de
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FGF7, la proteina recombinante humana quimera Fc de FGFR2b (FGFR2b Fc rh)
(R&D systems®, 665-FR) a 50 ng/mL en los pocillos correspondientes, renovandose
cada 48h junto con el medio hasta el dia 14 de diferenciacion de las células HepaRG
en el que se recogieron las muestras para analizar o se fijaron con paraformaldehido
(PFA) (ThermoFisher Scientific®, 28908) al 4% disuelto en PBS. En el caso de la
linea LX-2 2 sh-luc (control) / sh-IRS2 (silenciamiento de IRS2) se recogieron las

muestras a dia 2, 6, 10 y 14 de la diferenciacién de las células HepaRG.

3.2.7 Infeccién lentiviral de lineas celulares

Se generaron diferentes lineas celulares estables mediante infeccién con vectores
lentivirales (Tabla 2). Las infecciones lentivirales para modular o marcar la
expresion de IRS2 y de APO2 en HepaRG fueron infectadas por el Dr. Luke Noon.
La linea reportera para silenciar IRS2 en LX-2 fue infectada por Ardnzazu Leal. Las
lineas de silenciamiento inducible de P62 en HepaRG y LX-2 fueron generadas en

este trabajo.

Tabla 2. Particulas lentivirales empleadas para generar lineas celulares estables.

Abreviacién Denominacion Casa comercial MOI
. SMARTvector 2.0
sh-luciferasa . Dharmacon 1
Luciferase control
sh-scramble SMARTvgctor 2.0 Dharmacon 1
non-targeting control
SMARTvector 2.0
sh-IRS2 SH-003554-03-10 Dharmacon 1
GFP control rLV-EF1-GFP Vectalys 6
Lenti-Irs2 rLV-EF1-mirs2 Vectalys 6
pIRS2-GFP rLV-pIRS2-GFP Vectalys 6
pAPO2-GFP rLV-pAPOA2-GFP Vectalys 6
Lenti-sh- SMARTvector 0.5
inducible- P62- Human Inducible Dharmacon HepaRG
GFP shRNA (V3IHSHEG_9771502) 15
hEF1-TurboGFP LX-2

MOIl=factor de multiplicidad

Las células para infectar (utilizadas con el menor nimero de pases posibles) se
sembraron en placas de 6 pocillos. Tras 24 horas y habiendo alcanzado una
confluencia de en torno al 60-70%, se tripsinizd uno de los pocillos para realizar un

conteo celular. Sabiendo los valores de niumero de células, el factor de multiplicidad
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de infeccién (MOI) escogido y la titulacion virica (aportada por el proveedor), se

calcul6 el volumen de virus a afiadir en cada caso a partir de la siguiente férmula:

MOI = n? de virus
" nede células

Seguidamente, se procedié a cambiar el medio de cultivo por medio fresco que
contenia la suspension virica y polibreno a una concentracion final de 1ug/mL
(Sigma-Aldrich®, TR-1003). Las infecciones lentivirales para modular o marcar la
expresion de IRS2 en HepaRG y LX-2 se realizaron durante 24 horas en medio
completo. Las lineas de silenciamiento inducible de P62 en HepaRG y LX-2 se
infectaron durante 4-6h empleando el medio correspondiente de la linea sin
suplementar con suero. Tras el tiempo de infeccion se aspird el medio que contenia
los virus, se realizaron varios lavados con PBS y se afiadié medio de mantenimiento
fresco. Las lineas celulares infectadas con vectores lentivirales para silenciar la
expresién de IRS2 o P62, fueron tratadas con puromicina (1.5 pyg/mL) (Sigma-
Aldrich®, P8833). Todo el proceso se llevo a cabo en condiciones de esterilidad,
siguiendo medidas de seguridad biologica y utilizando una cabina de seguridad

biolégica clase II.

Lineas de silenciamiento de IRS2: se utiliz6 un vector lentiviral que
contenia un short hairping RNA (shRNA) complementario al transcrito humano de
IRS2 (sh-IRS2), capaz asi de formar una doble hebra con este e inducir su
degradacion. Como control de infeccién, se utilizd, o bien un vector que contenia un
shRNA complementario al gen de la luciferasa (sh-luc) no expresado por ninguna
de las lineas infectadas, o bien vector shRNA-scramble (sh-scram), sin
complementariedad. Estos vectores lentivirales contenian ademés un casete de
resistencia a puromicina y la secuencia del gen reportero GFP, permitiendo
seleccionar quimicamente y distinguir visualmente las células infectadas, lo que

posibilité el realizar una infeccion con MOI bajo.

Lineas de sobreexpresion de IRS2: se infectd con el vector lentiviral que
contenia la secuencia de raton del gen que codifica para Irs2 (EF1-mirs2). Como
control se infectd en paralelo con un vector lentiviral que contiene la secuencia del

gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP). Estos vectores no contenian
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ningun casete de seleccion, por lo que se utilizé un factor MOI alto para asegurar la

superacioén del proceso en un amplio nimero de células.

Lineas reporteras de IRS2 o de APOAZ2: se utilizé un vector lentiviral que
contenia la secuencia del gen reportero de la proteina GFP controlada bajo el
promotor humano o bien de IRS2 (pIRS2-GFP) o bien de la apolipoproteina A-ll
(APOA2) (pAPOA2-GFP). Estas lineas permiten visualizar por medio de la
expresion de GFP variaciones en la expresion de IRS2 o de APO2 respectivamente.
La intensidad de GFP es dependiente del niUmero de insertos viricos integrados en
el genoma de cada célula, por lo que para poder visualizar cambios en la expresion
de IRS2 y no cambios de insertos viricos, se crearon lineas clonales a partir de una

sola célula. Al no poseer casete de seleccién se utilizé un MOI alto.

Lineas de silenciamiento inducible de P62: se emple6 un vector con un
sistema de expresién bipartito modulado por el promotor TRE3G y el transactivador
Tet-On 3G. En presencia de doxiciclina el promotor TRE3G se une a Tet-On 3G
(expresado de manera constitutiva) para ser activado y promover (1) la expresién
de un transcrito que contiene un “short hairping RNA” (shRNA) complementario al
transcrito humano de P62 capaz de formar una doble hebra con este e inducir su
degradacién y (2) la expresién del transcrito del gen reportero GFP para evidenciar
la induccién. Este vector Lenti-sh-inducible- P62-GFP-P62 contiene también un
casete de expresion constitutiva que otorga resistencia a puromicina y permite
seleccionar las células infectadas, lo que posibilit6 el realizar una infecciéon con MOI
bajo. Como control se empled la misma linea celular sin tratar con doxiciclina.

3.2.8 Tratamiento con doxiciclina para silenciar P62

El tratamiento con doxiciclina (Acros Organics®, 446060050) disuelta en agua se
llevé a cabo durante 48h a una concentracion de 250 ng/ml en la linea HepaRG sh-
Inducible-P62-GFP y de 500 ng/ml en la linea LX-2 sh-Inducible-P62-GFP.

3.2.9 Tratamiento con 3-MA para inducir reversion fibrogénica en la
linea LX-2

El tratamiento con 3-MA se llevé a cabo en la linea LX-2 durante 24h a una

concentracion de 5, 10 y 15 mM. El 3-MA se preparo fresco cada dia de tratamiento.
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Para ello se pes6 en una balanza de precision (ACCULAB®, ALC-110.4) y se diluy6
en el medio cultivo de la linea celular a tratar durante 1h a 37°C y en agitacion. Una
vez diluido se pas6 por un filtro de jeringa de 0.2 pM de poro (Corning-Cultek®,
15431229) y se realizaron diluciones seriadas a 5, 10 y 15 mM en medio de cultivo

correspondiente.

3.2.10 Transformacién bacteriana

Los plasmidos se amplificaron mediante transformacion bacteriana realizando una
inoculacién de 0.5 ug de plasmido por choque de calor en 100 L de la cepa de
bacterias competentes DH5a (ThermoFisher Scientific®, 18265017) suplementados
con 2% B-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich®, M6250). Se llevé a cabo un primer paso
de amplificacion bacteriana en suspension en medio Luria-Bertani (LB) (1% de
triptona (Millipore®, T9410), 0.5% de extracto de levadura (Sigma-Aldrich®, Y1625)
y 1% cloruro de sodio (PanReac AppliChem®, 131659) con el antibiético de
resistencia correspondiente (50 ug/mL) (Tabla 3) lo que permitidé crecer Gnicamente

aguellas bacterias que hubiesen incorporado el plasmido.

Tabla 3. Caracteristicas de los plasmidos empleados para transfeccién plasmidica.

Abrev. Nombre Funcién Res. | Cedido por
ARE- pGL4.37[luc2P | Reportero luciferasa de Am i
luc2P /ARE/Hygro] la actividad de ARE. P

Expresion constitutiva
de Renilla. Permite

Renilla DRL-TK Vector normallz_ar la medicion Amp Lab._D[a.

de luciferasa a la Espinos
eficiencia de

transfeccion.

Vector vacio control de Lab. Dra.

PCDNA3 PCDNA3 PCDNA3-Irs2. Amp Farras

Inserto Expresion constitutiva .,
pC[I)rS;G' introducido en | de Irs2 de raton (eficaz | Amp Gens)raigon
pcDNA3.1 (-) | en lineas humanas*). brop
pDsRed- Expresion constitutiva Lab. Dra.

DsRed Monomer-N1 | de DsRed. Kana Orzaez

pcDNA- pPcDNA3- Expresion constitutiva Am Lab. Dr.

EGFP IUC2AEGFP | de EGFP. P | Weonsang

Abrev = Abreviacion; Res= Resistencia. Amp=ampicilina; Kana=kanamicina. *La transfeccion
del pldsmido pcDNA3-Irs2 en lineas celulares humanas aument6 su sensibilidad a insulina e

IGF-1 demostrando su eficacia.
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La suspensién bacteriana se sembrd en estria sobre el medio LB descrito
suplementado con 1.5 % de agar (BD®, 214220) con antibiético para seleccionar
una Unica colonia bacteriana que se amplific6 de nuevo en una suspensién de medio
LB con antibidtico. Tras este Ultimo paso de crecimiento se procedio a la extraccion
y purificacion del plasmido que se llevé a cabo empleando un kit comercial para la
extraccion de plasmidos de tamafio mediano Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen®,
12143). La identidad del plasmido se confirmo linealizando y extrayendo el inserto
del plasmido mediante restriccion enzimatica (en base a las especificaciones
correspondientes de cada plasmido). La separacién por tamafio de los diferentes
fragmentos plasmidos originados por la restriccion enziméatica se realiz6 mediante
gel de agarosa (Sigma-Aldrich®, A9539) a una concentracion del 1 al 2% en funcién

de tamafio de los fragmentos.

3.2.11 Transfeccion celular

3.2.11.1 Transfeccion plasmidica

El procedimiento se llevdé a cabo siguiendo las instrucciones del reactivo de
transfeccion plasmidica empleado, el TransIT®-LT1 (Mirus®, MIR 2300),

preparandose la mezcla de transfeccién tal y como se describe en la Tabla 4.

Tabla 4. Mezcla para transfectar un pocillo de placa de 24 y un flask T75.

Reactivos Pocillo p 24 | Flask T75
(1.9 cm?) (75 cm?)
Medio sin suero (Opti-MEM
(Gibco-Thermo Fisher chenaific®, 3%985062) 50 uL 1.9 mL
Mezcla de ADN plasmidico (0,5 ug/pL) 1pL 38 pL
TransIT-L1 Reagent 1.5puL 57 pL
Medio de cultivo 450 L 19.7 mL

La concentracién final de ADN plasmidico en el cultivo fue de 1 ng/uL. La mezcla de
transfeccion se prepar6 de manera conjunta para las diferentes réplicas
experimentales, se homogenizo con suavidad y se dejé incubar durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Tras este tiempo se renovo el medio de cultivo por medio
fresco y se pipeted gota a gota la mezcla de transfeccion correspondiente
asegurando una buena distribucion. Siguiendo las especificaciones del TransIT®-

LT1 (reactivo de transfeccion con baja toxicidad celular) la mezcla para transfectar
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se mantuvo en el medio de cultivo durante 24h, tras este tiempo se realizé un lavado
con PBS y se recogieron las muestras para analizar. Cuando la transfeccion se
realiz6 en paralelo al silenciamiento de P62 (HepaRG/LX-2 sh-Inducible P62-GFP),
la doxiciclina se agregé en medio fresco 24h antes de la transfeccion y se renovo el
mismo dia de la transfeccion siguiendo las indicaciones descritas en el apartado
3.2.8. Cuando la transfeccion se realiz6 en paralelo al tratamiento con 3-MA, se
incorpor6 el 3-MA al medio fresco afiadido antes de transfectar. Ambos tratamientos
se mantuvieron durante las 24h de transfeccion hasta que se recogieron las

muestras para ser analizadas.
3.2.11.1.1 Sobreexpresién a corto plazo de Irs2

En la linea LX-2 la transfeccion se llevd a cabo 48h después de la siembra de 60000
células/pocillo en una placa de 24 pocillos (al llegar aproximadamente al 90% de
confluencia). En los cultivos de HepaRG (Control/Lenti-Irs2/sh-inducible-P62-GFP)
se llevd a cabo de dia 14 a dia 15 de diferenciacion.

3.2.11.1.1.1 Efecto en la actividad de ARE-luciferasa

La mezcla de ADN plasmidico (concentracién final 0.5 pg/uL) se prepar6 siguiendo

las proporciones descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Proporciones empleadas para los diferentes vectores cotransfectados por
linea celular para analizar el efecto de la sobreexpresion de Irs2 en la actividad de ARE.

. pcDNA3- ARE- .
Experimento pcDNA3 Irs2 lUC2P Renilla
pg/uL de DNA
1 HepaRG - - 0.25 0.25
HepaRG Lenti-Irs2 - - 0.25 0.25
5 HepaRG 0.3 - 0.1 0.1
HepaRG - 0.3 0.1 0.1
HepaRG sh-Inducible
5 P62-GEP 0.3 - 0.1 0.1
HepaF;Ge;zs_kg?gumble i 03 01 01
4 LX-2 0.3 - 0.1 0.1
LX-2 - 0.3 0.1 0.1
LX-2 sh—lrédFch):lbIe-PGZ- 0.3 i 0.1 01
5 -
LX-2 sh—lrédFch):lbIe-PGZ- i 03 0.1 01
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Se agregdé 1 pL de la mezcla de ADN plasmidico (0.5 pg/uL) a la mezcla de
transfeccion siguiendo las especificaciones descritas en el apartado 3.2.11.1. Las
muestras fueron recogidas y directamente procesadas para la mediciéon de

luciferasa/renilla segun se describe en el apartado 3.2.13.
3.2.11.1.1.2 Efecto en el andlisis de expresion
La mezcla de ADN plasmidico (concentracién final 0.5 ug/uL) se preparé siguiendo

las proporciones descritas en la Tabla 6.

Tabla 6. Proporciones empleadas para los diferentes vectores cotransfectados por
linea celular para analizar el efecto de la sobreexpresion de Irs2 en el anélisis de
expresion.

Experimento pcDNAS3 | PcDNAS3-Irs2
pg/UL de DNA
1 LX-2 0.5 -
LX-2 - 0.5
2 HepaRG 0.5 -
HepaRG - 0.5

Se agregé 1 pyL de la mezcla de ADN plasmidico (0.5 pg/uL) a la mezcla de
transfeccion siguiendo las especificaciones descritas en el apartado 3.2.11.1. Las
muestras fueron recogidas y procesadas para el analisis de expresién génica segln

se describe en 3.5.

3.2.11.1.1.3 Efecto en la morfologia de la linea LX-2

La transfeccion se llevd a cabo 48h después de la siembra de 60000 células/pocillo
en placa de 24 pocillos sobre cubreobjetos de cristal pretratados con gelatina
disuelta al 0,1% en agua. Se cotransfectd con el plasmido pCDNA-EGFP para
marcar las células positivas para la transfeccion y emplearlas posteriormente para
el analisis morfoldgico descrito en el apartado 3.6.2.2). Se emplearon las siguientes
proporciones (Tabla 7) para preparar la mezcla de ADN plasmidico (concentracion
final 0.5 pg/uL):

51



Capitulo 3. Materiales y métodos

Tabla 7. Vectores cotransfectados para analizar el efecto de la sobreexpresion de Irs2
en lamorfologia de la linea LX-2.

Experimento pEngA pPcDNA3 PCDNA3-Irs2
pg/uL de DNA
1 LX-2 0.1 0.4 -
LX-2 0.1 - 0.4

Se agregé 1 uL de la mezcla de ADN plasmidico (0.5 pg/uL) a la mezcla de
transfeccion siguiendo las especificaciones descritas en el apartado 3.2.11.1. Las
muestras se fijaron con PFA al 4% disuelto en PBS para analizar con el software de
imagen IN Cell Analyser 2200 siguiendo las indicaciones descritas en el apartado
3.6.2.

3.2.11.1.2 Efecto en la poblacién negativa (no epitelial) y positiva (epitelial)
para la expresién de pAPO2-GFP en la linea HepaRG pAPO2-GFP

La transfeccion se llevé a cabo a dia 25 de la diferenciacién de la linea HepaRG
pAPO2-GFP. Se cotransfecté con el plasmido DsRed para marcar las células
positivas para la transfeccién y seleccionarlas de manera previa a la separacion de
las poblaciones negativas y positivas para pAPO2-GFP descrita en el apartado
3.2.11.1.2. La transfeccién plasmidica se realizé en flask T75 para asegurar que se
recuperaban suficientes células positivas para la transfeccion tras la separacién. Se
emplearon las proporciones descritas en la Tabla 8 para preparar la mezcla de ADN

plasmidico (concentracion final 0.5 pug/uL):

Tabla 8. Vectores cotransfectados para analizar el efecto de la sobreexpresion de Irs2
en las poblaciones pAPOA2-GFP (+/-) en la linea HepaRG.

Experimento DsRed | pcDNA3 | pcDNA3-Irs2
pg/uL de DNA
1 HepaRG pAPOA2-GFP 0.15 0.35 -
HepaRG pAPOA2-GFP 0.15 - 0.35

Se agregé 1 puL de la mezcla de ADN plasmidico (0.5 pg/uL) a la mezcla de
transfeccion siguiendo las especificaciones descritas en el apartado 3.2.11.1. Las
muestras se procesaron para su separacion por citometria de flujo segin se

describe en el apartado 3.2.12.1.2.
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3.2.11.2 Transfeccion con ARN pequefio de interferencia (SiARN)

Para silenciar NRF2 se realizd una transfeccion con la secuencia de siARN
complementaria al transcrito humano de NRF2 (siNRF2), capaz asi de causar su
degradacion e impedir su traduccién. El siNRF2 empleado (Tabla 9) fue disefiado y

caracterizado en queratinocitos por el laboratorio de Sabine Werner (ETH, Suiza).

Tabla 9. Caracteristicas del siARN para silenciar NRF2.

Nombre Secuencia 5’-3’ Casa comercial
SiINRF2 GAGAAAGAAUUGCCUGUAA [dTdT] Microsynth®

Como control se empled el siRNA MISSION® Universal Negative Control (Sigma-
Aldrich®, SIC001) sin complementariedad, denominado en el trabajo como siscram.
La transfeccion se llevd a cabo 24h y 48h después de la siembra de 60000
células/pocillo en placa de 24 pocillos. El procedimiento de transfeccion se realizé
siguiendo el protocolo proporcionado por el laboratorio de Sabine Werner (ETH,

Suiza). La mezcla de transfeccion empleada fue la descrita en la Tabla 10.

Tabla 10. Mezcla para transfectar siRNA en 1 pocillo de placa de 24.

Reactivos nglgllgn?z?
Medio sin suero (Opti-MEM) 100 pL
(Gibco-Thermo Fisher Scientific®, 31985062)
SiRNA (40 pM) 0.2 yL
Interferin® (Polyplus®, 101000028) 1L
Medio de cultivo 400 pL

La mezcla de transfeccion se preparé de manera conjunta para las diferentes
réplicas experimentales, se homogenizé con suavidad y se dej6 incubar durante 15
minutos a temperatura ambiente. Tras este tiempo se renové el medio de cultivo por
medio fresco y se pipeted gota a gota la mezcla de transfeccion correspondiente
asegurando una buena distribucion. El procedimiento de transfeccion se repitié tras
24h, al renovar el medio de cultivo por medio fresco. La mezcla de la segunda
transfeccion se mantuvo en el cultivo durante 24h mas. Tras las 48h descritas de
transfeccion se recogieron las muestras con tampon de lisis para extraccion de ARN
(3.5.1). En aquellos experimentos en los que se cotransfecté el siARN

correspondiente con ADN plasmidico, la transfeccion de ADN plasmidico se llevo a
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cabo el mismo dia que la segunda transfeccion de siARN pero mediante

procedimientos independientes.

3.2.12 Citometria de flujo

Las lineas celulares fueron crecidas en condiciones de cultivo estandar y tras
tripsinizarse se diluyeron a una concentracién de 5x108 células/ml en su medio
correspondiente. Se paso la resuspensién celular por un filtro para células de 30 um
que separa los agregados celulares generando una suspension de células Unicas
(Sysmex Partec®, 04-004-2326). Se agreg6é yoduro de propidio (IP) a una
concentracién final de 1ug/ml para descartar las células muertas. Las suspensiones
celulares se hicieron pasar a través de un canal en forma de flujo laminar, que fue
excitado con un laser ECD (532 nm de excitacién) para la deteccién del IP y con un
laser FITC para la deteccion de GFP (488 nm de excitacién). La separacion de
poblaciones celulares fue llevada a cabo por el servicio de citometria del CIPF,
empleando el equipo CytoFLEX S (Beckman Coulter®, Indianapolis, Indiana, USA)
y el programa CytExpert para citometria de flujo o el equipo SH800S Cell Sorter
(San Jose, California, USA) y el programa SONY SH800S Cell Sorter Software para
la separacion celular activada por fluorescencia (FACS).

3.2.12.1 Separacién celular por fluorescencia activada (FACS)
3.2.12.1.1 Enriquecimiento de lineas celulares estables

Este procedimiento se siguid para enriquecer tras la infecciébn con vectores
lentivirales las lineas HepaRG Lenti sh-inducible-P62-GFP y LX-2 Lenti sh-
inducible-P62-GFP. En la linea HepaRG se llevé a cabo la separacion celular el dia
del pase (dia 15 de la diferenciacién) y en LX-2 cuando el cultivo lleg6 al 90% de
confluencia. Para establecer las condiciones de separacion celular, se utilizé lalinea
control correspondiente, carente de GFP, con la que se establecié un umbral de
deteccion negativa de intensidad de GFP caracteristico de la poblacion de células
“GFP-". Aquellas células con una intensidad de deteccién superior se recogieron
como enriquecidas en GFP y por tanto positivas para la infeccién. Tras el
procedimiento de separacién se centrifugaron las células para eliminar el tampén
que emplea el separador celular y se sembraron siguiendo las condiciones normales

de cultivo descritas en el apartado 3.2. La eficiencia del enriquecimiento (Figura 14)
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se determind posteriormente tras 48h de tratamiento con doxiciclina (3.2.8) por

citometria de flujo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.12.

A. o .
HepaRG Lenti sh-inducible-GFP-P62
. Control - L_Doxiciclina
B ;é& 1 GFP-(100.00%) E T;_‘ 2] GFP-(31.44%)
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Figura 14. Eficacia del silenciamiento inducible de P62 (GFP reportero) en las lineas
HepaRG y LX-2.

Andlisis por citometria del porcentaje de células GFP+ (con silenciamiento de P62) en la
poblacion de células vivas (IP-) tras el tratamiento durante 48h con doxiciclina (250 ng/mL)
en la linea celular HepaRG Lenti sh-inducible-GFP-P62 (A) y (500 ng/mL) en LX-2 Lenti sh-
inducible-GFP-P62 (B).

3.2.12.1.2 Separacion de las subpoblaciones de HepaRG pAPOA2-GFP (no

epitelial) y pAPOA2-GFP+ (epitelial)

Se realizaron dos separaciones celulares consecutivas de la resuspension celular
procedente de la transfeccion celular descrita en 3.2.11.1.2. La primera separacion
se realiz6 para seleccionar Unicamente aquellas células positivas para DsRed y por
consiguiente positivas para la transfeccion. Para establecer las condiciones de la

primera separacion celular, se utilizé la linea control HepaRG (sin transfectar), con
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la que se establecié un umbral de deteccion negativa de intensidad de DsRed
caracteristico de la poblacion de células HepaRG “DsRed-". Se descartaron todas
las células con intensidad de deteccion menor o igual al establecido en HepaRG
“DsRed-". La segunda separacion celular se realizé a partir de la poblacion de
células por encima del umbral de deteccion de DsRed-, es decir, a partir de la
poblacién “DsRed+”. Durante la segunda separacion celular se analiz6 el espectro
de intensidad de GFP reportero de la expresion del marcador hepatocitico APOA2
del conjunto de células DsRed+ y se establecieron 3 poblaciones: baja intensidad
de GFP “GFP-7, intensidad intermedia de GFP e intensidad alta de GFP “GFP+". Se
descartd la poblacion de intensidad intermedia (Figura 15). Las poblaciones
“‘DsRed+ GFP-" y “DsRed+ GFP+” se recogieron y tras centrifugarse para eliminar
eltampdn que emplea en el separador celular, se resuspendieron en tampon de lisis
para la extraccién de ARN (3.5.1). Se mantuvieron a -80°C hasta su posterior uso
para el analisis de expresion génica descrito en el apartado 3.5.

DSRED+

Intensidad de DsRed
Pl-A-Compensated

10% 10° 104 10° 108
FITC-A-Compensated

Intensidad de GFP

Figura 15. Gréfica representativa de la separacién celular de la poblacion HepaRG
pAPOA2-GFP DsRed+ (transfectada) en las poblaciones pAPOA2-GFP- y pAPOA2-
GFP+.
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3.2.13 Ensayo de luciferasa-renilla

Se realizé siguiendo las especificaciones del kit de deteccion de luciferasa y renilla
empleado, Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega®, E1910). Tras la
transfeccion se hizo un lavado con PBS. Se incubaron las células (sembradas en
placa de 24 pocillos) en 100 pL de tampon de lisis pasiva al 1X. Como pasos
adicionales al protocolo, la resuspension celular en el tampén de lisis 1X fue
sonicada a baja potencia y en frio durante 10 segundos, se dejé reposar en hielo
durante 30 minutos y se centrifugaron en frio a 15000 rpm. La deteccién de la
actividad de luciferasa y de renilla se realizd con el lector de microplacas VICTOR?
(Multilabel HTS COUNTER 1420, Perkin EImer®) empleando placas de 96 pocillos
con fondo opaco (ThermoScientific®, 136101). Se emplearon 20 puL del
sobrenadante de la centrifugacion para medir la actividad de luciferasa con 100 pL
del sustrato LAR lI® incluido en el kit. Posteriormente se emplearon 100 pL del
reactivo Stop and Glo, también incluido en el kit que, por un lado, inhibe la actividad
de la luciferasa y por otro actla de sustrato para medir la actividad de la renilla. Se
detecto la luz emitida por pocillo durante 5 segundos empleando un retraso de 2
segundos entre la medicion de un pocillo y del siguiente. Se midieron maximo 4
pocillos/muestras de manera consecutiva. Las unidades relativas (UR) procedentes
de la medicion de luciferasa se dividieron entre las UR de la medicion de renilla del

pocillo correspondiente para normalizar a la eficiencia de transfeccion.

3.2.14 Estimulacién con insulina

La estimulacion con insulina se llevé a cabo en la linea HepaRG control y HepaRG
Lenti-Irs2 a dia 14 de diferenciacion. Tras 3h de ayuno en medio Williams E Medium
se agregd al medio insulina 5 nM y/o los inhibidores del lisosoma NH4Cl (200uM)
(Sigma-Aldrich®, A0171) y Leupeptina (100uM) (Sigma-Aldrich®, L2884) durante
1h. A las 4h desde el inicio del ayuno se recogieron las muestras para analizar por

inmunodeteccién de proteinas segln se describe en el apartado 3.4.

3.2.15 Actividad de SOD

La medicion de la actividad de las enzimas superoxido dismutasas SOD1 (Cu/Zn
SOD citosélica), SOD2 (Mn SOD mitocondrial) y SOD3 (Cu/Zn SOD extracelular) en
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HepaRG y HepaRG Lenti-Irs2 a dia 14 de la diferenciacion fue llevada a cabo por
el Dr. Carlos Acosta empleando el kit Enzo Life Sciences®, ADI-900-157.

3.3 Tincion por inmunofluorescencia

Se empled el mismo procedimiento para tejidos y para cultivos, exceptuando los
pasos previos correspondientes a la preparacion de las muestras que se realizaron

del siguiendo modo:

3.3.1 Tejidos criopreservados

Los tejidos incluidos en bloques de OCT y preservados a -80°C se laminaron en
cortes de 6 ym de espesor en criostato (Leica® CM1850 UV) a una temperatura de
-20°C. Cada corte de muestra fue adherido a un portaobjetos tratado con polisina
(VWR®, 631-0107). Tras el corte los tejidos se fijaron con PFA al 4% disuelto en
tampon PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se
eliminaron los restos de PFA y de OCT realizando 3 lavados con PBS antes de

empezar el procedimiento de tincion.

3.3.2 Cultivos celulares

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos que, en el caso de las lineas de
CEHp y de LX-2 fueron pretratados con gelatina disuelta al 0.1% en agua. Una vez
finalizado el experimento/tiempo de crecimiento se aspiré el medio de cultivo y se
eliminaron los restos celulares realizando un lavado PBS. Seguidamente, las células
se fijaron con PFA al 4% disuelto en PBS durante 10 minutos a 4°C y se realizaron

3 lavados con PBS antes de empezar el procedimiento de tincion.

3.3.3 Tincidén

Tras la fijacién, tanto de los cortes de tejidos como de las células en cubreobjetos,
se permeabilizaron las membranas lipidicas con una disolucién 0,5% Tritén 100X
(Sigma-Aldrich®, 93443) en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras
este paso se realizaron dos lavados de PBS y se procedié a bloquear las muestras
con solucion previamente filtrada de 1% albimina de suero bovino (BSA) (Sigma-
Aldrich®, A7906), 5% suero de caballo y 0,2% Tritén X100 en PBS, durante 1h a

temperatura ambiente. Tras el paso de bloqueo se incubaron los anticuerpos
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primarios correspondientes en la misma disolucion de bloqueo a la concentracion
indicada en la Tabla 11, durante 16 horas a 4°C y en condiciones hiimedas. Tras la
incubacion del anticuerpo primario, se procedio a retirar el excedente realizando 6
lavados con PBS. Seguidamente, se incubd la muestra con el anticuerpo secundario
correspondiente Alexa Fluor® (Life Technologies®) (dilucion 1:500) junto con
Hoechst 33342 a una concentracion final de 1 upg/mL y, en los casos
correspondientes, junto con la sonda de faloidina Alexa Fluor® conjugada al
fluordforo 647 (Invitrogen®, A22287) a dilucién 1:50 en una disolucion 1% BSA;
0,2% Tritdbn 100X en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, se eliminaron los excesos de anticuerpo secundario realizando 4
lavados de PBS y dos lavados de H20 destilada preservando la muestra en un
portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia (Dako®, S302380-2),

conservandola en oscuridad y a 4°C hasta su uso.

Tabla 11. Lista de anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas por
inmunofluorescencia.

Anticuerpo Referencia Huesped | Dilucién
Anti-Albtmina SigTA""fSABgi)Ch@ Raton | 1:500
AFCT TR | reoaador) | Coneio | 1900
Anti-E-cadherina BD I?(iaols(,)clizr;):es® Raton 1:100

R&D systems®

Anti-FGF7 (MAB251-100) Mouse 1:200

Anti-FGFR2 Sigma-Aldrich® (F0300) Conejo 1:500
Santa Cruz

Anti-HNF4a (humano) Biotechnology® Ratén 1:50

clone H-171 (sc-8987)
MBL Internacional®
(PMO045)

Anti-P62/SQSTM1

Anti-Vimentina
(humana) NL493- R&D systems® (SC026) Rata 1:300
Conjugated

Conejo 1:500

Las imagenes mostradas son representativas de muestras de varias réplicas, y
fueron adquiridas usando o bien un microscopio confocal Leica TCS-SP6 (Leica,
Wetzlar, Alemania) o bien un microscopio de fluorescencia invertido Leica DM
6000B. Las imagenes fueron procesadas usando el software Leica Application Suite
X (LAS X, version 3.4.2.18368, Leica Microsystems CMS GmbH).
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3.4 Inmunodeteccion de proteinas por western blot

3.4.1 Extraccion de proteinas

Las porciones de tejido (higado) fueron introducidas en un tampén de lisis que
contenia Tris-HCI 50 mM (Sigma-Aldrich-Merck®, 252859) pH8, NaCl 150 mM
(Panreac AppliChem®, 131659), Nonidet P-40 (NP-40) al 1% (Sigma-Aldrich®, 21-
3277), deoxicolato de sodio 0,5% (Sigma-Aldrich®, D6750) y dodecilsulfato de sodio
(SDS) 0,1% (Sigma-Aldrich®, L3771). En el momento de su uso, se suplementd con
una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas consistente en complete™ 1X
(Roche®, 11697498001), B-Glicerol fosfato 50 mM (Sigma-Aldrich®, 50020),
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 20 mM disuelto en etanol (Roche®,
10837091001) y ortovanadato de sodio (NasvVO4) a 200 pM (Sigma-Aldrich®,
S6508). Los tejidos fueron lisados con un homogeneizador Polytron PT1600E
(Kinematica®, Suiza) aplicando tres ciclos de lisis de 10 segundos y 15 segundos
de descanso en hielo. Para la extraccion proteica de muestras de cultivos celulares,
se realizaron tres lavados en frio con PBS de los cultivos en adherencia y se
rascaron las células para ser recolectadas en un tampén de lisis compuesto por Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, tween-20 al 1% (Sigma-Aldrich®, P5927) y NP-
40 0,2% (Sigma-Aldrich®, 21-3277), al que se le afiadié la mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas previamente descrito. La lisis se llevé a cabo usando un
sonicador Branson Sonifier 150 aplicando también tres ciclos de lisis de 10

segundos y 15 segundos de descanso en hielo.

Los homogeneizados resultantes de ambos tipos de muestras reposaron durante
40 minutos en hielo antes de ser centrifugados a 4°C durante 30 minutos a 13000
rpm. El sobrenadante en el que se encontraban las proteinas purificadas fue

almacenado a -80°C hasta su uso.

3.4.2 Cuantificacion y preparacion de proteinas

La concentracién proteica fue calculada usando el kit de ensayo de proteinas BCA
Pierce® (Thermo Scientific®, 10741395). Se utilizé un lector de placas Multiskan FC
Microplate Photometer (Thermo Scientific®, Finland) para medir de forma

colorimétrica a 562 nm la concentracion proteica de las muestras, que se referencié
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a una curva patron de BSA segun las instrucciones del fabricante. Se prepar6 una
dilucion de 20 pg de cada una de las muestras proteicas junto con tampén de carga
compuesto por Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, Glicerol 10% (Sigma-Aldrich®, 49781),
SDS 1,6% (Sigma- Aldrich-Merck®, L3771). B-Mercaptoetanol 5% (Sigma-Aldrich-
Merck®, M7522) y Azul de bromofenol 0,005% (Panreac AppliChem®, A2331) que
fue desnaturalizada aplicando un choque de calor a 97°C durante 5 minutos,

seguido de una centrifugacion de 5 segundos a 13000 rpm.

3.4.3 Separacién de proteinas por peso molecular y transferencia

Una vez desnaturalizadas las muestras proteicas se cargaron junto con un marcador
de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Biorad®,
1610374) en un gel de poliacrilamida, variando su porcentaje segun el peso
molecular de las proteinas a resolver. Los geles empleados fueron bifasicos ya que
contenian una fraccion inferior de separacién (Tabla 12) y una fraccion superior de
estancamiento proteico para alinear las diferentes muestras proteicas antes de

separarlas por su tamafio (Tabla 13).

Tabla 12. Volumenes empleados de los diferentes componentes de la fase de
separacion en funcién del % de acrilamida empleado.

Fase de resoluciéon (Vf=10mL) 6% | 7% | 8% | 10% | 12,5% | 15%
dH20 (mL) 3,89 | 364339284 | 227 | 164

Tampon de resolucién (Tris-HCI
1.5M. 0.4% SDS, pH 8.8) (ML) 25 | 25|25 | 25| 25 | 25
Acrilamida 40% (Bio-rad®, 161-
0146) (mL) 15 |1,75| 2 | 255 | 3,125 | 3,75

Glicerol (mL) (Bio-rad®) 2 2 2 2 2 2
0, 10- -
APS 10% (B"’(Jﬁ;’@ 161-0700) | 160 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
TEMED (Sigma-Aldrich®, T9281)
(uL)

Tabla 13. Voliumenes empleados de los diferentes componentes de la fase de
estancamiento (4.5% de acrilamida).

10 10 10 10 10 10

Fase de estancamiento (Vf=4mL) 4,5%
dH20 (mL) 2,46
Tampon de estancamiento (Tris-HCI 0,5M; 0,4% SDS, pH 8,8) (mL) 1
Acrilamida (mL) 40% 0,5
APS 10% 40
TEMED 4
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El gel se introdujo en una cubeta junto con tampo6n de separacion (Tris 25 mM,
Glicina 200 mM (Calbiochem®, 3570-1), SDS 0,05%) usando el sistema Mini-
Protean® de Bio-rad®. Se realiz6 una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) aplicando una corriente constante de 70 V durante
15 minutos, hasta que las muestras alcanzaron la fase inferior del gel, momento en
que se aplicé una corriente de 120 V hasta la completa resolucién de la franja de

peso molecular de las proteinas de interés.

Se transfirieron las proteinas resueltas a una membrana PVDF (Bio-rad®, 1620177)
que fue previamente activada con metanol 100% (Supelco®, 1.06009) durante 5
minutos en agitacion y manteniéndola en tampon de transferencia (Tris 25 mM,
Glicina 200 mM, metanol 10% disueltos en agua). Se realiz6 una transferencia
hameda aplicando un voltaje de 100 V durante 90 minutos en agitacion y a 4°C. Tras
lo cual, se procedié a bloquear la membrana para evitar uniones inespecificas del
anticuerpo primario con tampén de bloqueo consistente en un 3% de BSA en TBST
pH7,5 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, tween-20 al 0,05% disueltos en agua) en

agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente

3.4.4 Deteccién de proteinas

Para la deteccion de la proteina de interés, la membrana fue incubada durante 16
horas en agitacién a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente, diluido en
tampon de bloqueo segun indica la Tabla 14.

Tabla 14. Lista de anticuerpos primarios empleados para la inmunodeteccién de
proteinas por western blot.

Anticuerpo Referencia Huesped | Dilucidn
Anti-Erk1/2 Cell Sig”a'zggg‘:hno'ogy@ Conejo | 1:1000
Anti-NQO1 (Al80) | San@ C(';‘Cz_g%eegh”o'ogy Ratén | 1:1000
Anti-NRF2 (C-20) | >anta Cri‘SZC_E;ithE;Ch”O'Ogy Conejo | 1:1000
Anti-p62/SQSTM1 MBL '(r‘;agjgi)ona@ Conejo | 1:1000
Sonee | STSSIESRENRS® | aan | 1200
Anti-B-actina Sigma-Aldrich® (A1978) Raton 1:10000
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Tras la incubacién del anticuerpo primario, se realizaron 6 lavados a la membrana
con tampén TBST durante 5 minutos en agitacion para eliminar exceso de
anticuerpo. Seguidamente, se incubd la membrana con el anticuerpo secundario
especifico para el reconocimiento de la especie huésped (Tabla 14) conjugado a la
enzima HRP (a-conejo 7074P2; a ratdon 7076P2, Cell Signaling Technology®),
diluido en tampdn de bloqueo (1:5000), durante 2 horas en agitacion a temperatura
ambiente. Finalmente se realizaron 6 lavados a la membrana con tampén TBST
durante 5 minutos en agitacion para eliminar exceso de anticuerpo y se detecté la
sefial liminica con una solucién de sustrato ECL Pierce™ (Thermo Scientific®,
32106) siguiendo las indicaciones del fabricante. La membrana se introdujo en un
casete (Amersham®) donde fue expuesta a peliculas Medical X Ray Film 18*24cm
(Carestream®, 771 0783) en condiciones de oscuridad. Finalmente, las peliculas
fueron reveladas usando una reveladora AGFA Curix 60 y posteriormente
escaneadas. La sefal resultante fue cuantificada usando el software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) y normalizada usando la sefial

de un control de carga (B-Actina).

3.5 Anadlisis de expresion génica por RT-gPCR

Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) para el analisis de

expresién génica fueron llevados a cabo por la Dra. Amparo Galan.

3.5.1 Extracciény purificaciéon de ARN

La extracciéon de ARN de muestras provenientes de cultivos celulares, se utilizo el
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen®, 74104) basado en un sistema de lisis, adhesion,
lavado y elucién por columnas con tratamiento DNAsa (Qiagen®, 79254) para la
eliminacién de DNA gendmico. La calidad y concentracion del ARN fue medida
usando un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (v3.7, Thermo Scientific®,

Wilmington, de EE. UU), conservandose a -80°C hasta su uso.

3.5.2 Retrotranscripcion

Las muestras de ARNm (1-3 ug por muestra) fueron retrotranscritas a ADNc usando
el kit RNA to cDNA EcoDry Premix (Double Primed) (Takara®, 639549) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Las preparaciones de ADNc fueron diluidas a la

solucién de trabajo adecuada con agua libre de ADNasa y ARNasa.

3.5.3 RT-qPCR

La reaccion se llevé a cabo en placas de 384 pocillos (Axygen®, PCR-384-L.C480-
W-NF), que contenian por pocillo una mezcla de reaccién consistente en: 0,1 uL de
la pareja de cebadores correspondiente (0,05 uL del cebador forward y 0,05 pL del
cebador reverse) con una concentracion inicial 50 uM, 5 uL de muestra de ADNc
(40-120 ng) y 4,9 yL de SYBR PreMix ExTaq (TB RNaseH Plus) (Takara®,
RR420L). Los cebadores utilizados para el estudio de cada gen (Tabla 15) se
disefiaron libres de intrones para aplicar la técnica de RT-qPCR. Seguidamente, las
placas fueron cubiertas con un film termo-adhesivo (Axygen®, PCR-384-LC480-W-
NF) sometiéndola a una centrifugacion corta para asegurar la mezcla de todos los
componentes de reaccion. Finalmente, la placa se introdujo en un termociclador
LightCycler 480 Il (Roche®) en el que se programo: 1 ciclo de desnaturalizacion a
95°C durante 5 minutos, 45 ciclos de amplificacion consistentes en
desnaturalizacion a 95°C durante 10 segundos, anillamiento a 54°C durante 20
segundos, y extensién a 72°C 30 segundos (con deteccion de fluorescencia) y 1

ciclo de fusion.

Todas las muestras se analizaron por triplicado, incluyendo controles negativos
(muestras sin  ADNc) y controles positivos utilizados como calibradores
intraexperimentales. La expresioén relativa de ARNm fue calculada utilizando como
control de expresion para lineas celulares humanas la proteina ribosomal L19
(RPL19). La expresion relativa de los genes referidos al gen de referencia se realizd

mediante la aplicacion del método del ACt.
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Tabla 15. Listado de secuencias de cebadores empleadas el analisis de expresion por

RT-qPCR.
Gen Esp Cebador F,orward Cebado,r R,everse
(5°-3°) (5-3’)

ACTA2 | H | CAGTGGCCATCTCATTTTCA | CTGAGCGTGGCTATTCCTTC
ALB H | TGTTGATTGCCTTTGCTCAG | GCAGTCAGCCATTTCACCAT
APOA2 | H | TCGCAGCAACTGTGCTACTC | TCTGGGCTCTTGACCTTCTC
COLIAL | H | TGGTGACAAGGGTGAGACAG | CTCCAGAGGGACCTTGTTCA
COL3AL | H | GGTGAGCCTGGTAAGAATGG | CTTGCCATCTTCGCCTTTAG
E-CADH | H | TGCCCCCAATACCCCAGCGT | TGCCCCCAATACCCCAGCGT
FGF10 | H | CCATGAACAAGAAGGGGAAA | TGCTGCCAGTTAAATGATGC
FGF22 | H | CACGGCCAGGACAGCATC | TAGAAGCCTGAGGACACTGC
FGF7 H | TGCAATGAACAAGGAAGGAA | CCGTTGTGTGTCCATTTAGC
FGIEEZ' H | TGCTGGCTCTGTTCAATGTG | GGCGATTAAGAAGACCCCTA
HSPAlb | H | TCAGGCCCTACCATTGAGGA | GAGTCCCAACAGTCCACCTC
IL6 H | GCACTGGCAGAAAACAACCT | TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
IRS2 H | CCACCATCGTGAAAGAGTGA | CCACCATCGTGAAAGAGTGA
Irs2 R | GCCGCCCGAGCAAAGTGACT | ACTACCGCTGGACGGACGCT

KI67 H | ACGGATTATACCTGGCCTTCC | GGAAGCTGGATACGGATGTCA
NRF2 H | ATTGAGCAAGTTTGGGAGGA | GTTTGGCTTCTGGACTTGGA
P53 H | CACATGACGGAGGTTGTGAG | ACACGCAAATTTCCTTCCAC
RPL19 | H | CGAATGCCAGAGAAGGTCAC | CCATGAGAATCCGCTTGTTT
SERPINEL | H | TGATGGCTCAGACCAACAAG | TAGGGCAGTTCCAGGATGTC
SPP1 H | GCCGAGGTGATAGTGTGGTT | CCATGTGTGAGGTGATGTCC

Esp=especie; H=human; R=ratén.
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3.6 Anadlisis cuantitativo de imagen

3.6.1 Recuento de células caspasa 3 escindida-FGF7 (+/+)

Se realiz6 a partir de la tincion de cortes de tejido procesados siguiendo las
especificaciones descritas en el apartado 3.3.3. Empleando el microscopio de
fluorescencia invertido Leica DM 6000B se cuantificaron visualmente los eventos
por seccién de tejido completa (33.99 mm? de media por seccion) de células que
siendo positivas para el marcaje de Caspasa 3 escindida también eran positivas
para Fgf7 (Caspase 3 escindida-Fgf7+) en ratones WT e Irs2-/- en los primeros
estadios del dafio crénico (dia 7 de dieta DDC 0.1%). Tras medir el area de cada
seccién, el nimero de eventos cuantificados por seccién se dividio entre el area de
seccién correspondiente para determinar el nUmero de células caspasa 3 escindida-

Fgf7 (+/+) por mmZ2. Se analiz6 una n=3 con duplicados de cada condicion.

3.6.2 Analisis con IN Cell Analyser 2200

Se realizd6 a partir de tinciones de cultivos celulares procesados siguiendo las
especificaciones descritas en el apartado 3.3.3. Las tinciones fueron analizadas
empleando la plataforma de alto rendimiento IN Cell Analyzer 2200 (GE
Healthcare®). Con la ayuda del servicio de citometria del CIPF, se disefiaron
protocolos de adquisién y andlisis adecuados con el programa IN Cell Developer
Toolbox que permitieron evaluar los pardmetros determinados de manera precisa y
masiva a lo largo de la muestra. Los filtros de excitacion/emision empleados fueron

los siguientes los descritos en la Tabla 16.

Tabla 16. Filtros de excitacion/emision empleados en las adquisiciones con IN cell
Analyser 2200.

Longitud de onda de
filtro de excitacién

Longitud de onda de
filtro de emisién

Hoechst 390/18 nm 432.5/48 nm
GFP 475/28 nm 511/23 nm
Cy5 632/22 nm 679/34 nm
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3.6.2.1 Cuantificacion de células positivas para HNF4a en zonas con CEH
(Vimentina+) o zonas sin CEH (Vimentina-) durante el cocultivo de

HepaRG con CEHp inactivadas

Se analizé la tincion del factor nuclear 4 alfa de hepatocitos (HNF4a+) y de
Vimentina (descrita en el apartado 3.3) del cocultivo de HepaRG y CEHp fijado a
dia 14, realizada segun las condiciones del apartado 3.2.6. La adquisién se llevo a
cabo con el objetivo 10X para los canales GFP (Vimentina), Cy5 (HNF4a) y Hoechst
(nucleos). Se adquirieron 30 campos por muestra que cubrieron practicamente toda
la extensién del cultivo/pocillo. La adquisicion se realizé evitando la saturacién de
exposicion y asegurando un correcto enfoque. El protocolo de andlisis establecido

siguid los siguientes pasos:

1) Cada “particula” por encima de un umbral de intensidad de Hoechst determinado
de manera visual y que cumplia los requisitos de tamafio y forma especificos fue

establecida como “ntcleo”.

2) Dado que HNF4a es un marcador nuclear se realizé el andlisis de la intensidad

de Cy5 (HNF4 a) para cada “nucleo”.

3) Se establecié un umbral de intensidad media de Cy5 (HNF4a) que sirvid de guia
para crear un arbol de decision que agrup6é a los diferentes “nucleos” como
“HNF4a+” o “HNF4a -”.

4) De manera visual se establecié6 un umbral minimo de intensidad de GFP

(Vimentina) para definir a las areas “Vimentina+” o “Vimentina-”

” o«

5) Se analiz6 la colocalizacion de los “nucleos” “HNF4a+” con las areas “Vimentina+”

o “Vimentina-".
6) Se determiné el porcentaje total de “nucleos” “HNF4a+” en el area “Vimentina+”

y en el area “Vimentina-”.

Se analiz6 una n=3 con duplicados evaluando un total de 6.69x105 células.

3.6.2.2 Andlisis del efecto de la sobreexpresion de Irs2 y el tratamiento con

3-MA en la morfologia celular de la linea LX-2

Se analizaron las muestras del cultivo LX-2 tras la transfeccion descrita en el

apartado 0. Se realiz6 la adquision con el objetivo 20X para el canal de deteccién
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de la proteina verde fluorescente (GFP) (células positivas para la transfeccion con
Irs2). Se adquirieron 30 campos por muestra de la zona central del cultivo. La
adquision se realiz6 con una exposicion suficiente como para detectar las
prolongaciones celulares mas finas y asegurando un correcto enfoque. El protocolo

de analisis establecido siguid los siguientes pasos:

1) Cada “particula” por encima de un umbral de intensidad Hoechst determinado de
manera visual y que cumplia los requisitos de tamafo y forma especificos fue

establecida como “nucleo”.

2) Se establecié un umbral de intensidad de GFP y se seleccioné a aquellas
particulas que estando por encima del umbral “GFP+” solapaban en un 100% con
un “nucleo” pasando a denominarlas “células GFP+". De este paso se obtuvo el dato

de numero de “células GFP+” por campo.

3) Se calcul6 la medida en uM de la linea recta entre los dos extremos mas alejados
de la extensién total de las “células GFP+”" y se determind la longitud media de las

“células GFP+” por campo.

Se analiz6 una n=4 por condicion evaluando una media de 600 “células GFP+” por

condicidén y un total de 2400 células.

3.7 Andlisis transcriptémico

Se empled el Microarray Illlumina HumanHT 12 v4.0 Gene Expression BeadChip
para analizar una n=3 de muestras procedentes de la linea HepaRG (control) y de
la linea HepaRG Lenti-Irs2 (con sobreexpresién estable de Irs2) a dia 9 de la
diferenciacion. Los datos crudos se obtuvieron del programa /llumina’s
GenomeStudio y fueron analizados empleando el R/Bioconductor statistical
computing environment con el lumi Bioconductor package para corregir el fondo,
transformar a log2 y normalizar los datos. Aquellas sondas detectadas con un p-
valor (p) > 0.01 en al menos una muestra fueron excluidas del andlisis posterior al
considerar que representan a transcritos que no son expresados por las muestras.
Un andlisis de calidad de los datos normalizados realizado mediante Hierarchical
clustering y principal component analysis verificéd la agrupacion de las diferentes
muestras correspondientes en grupo HepaRG control (3 muestras) y grupo HepaRG

Lenti-Irs2 (3 muestras). Se empled el paquete de andlisis funcional Bioconductor
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“GOstats” para analizar grupos de genes afectados. Aquellos genes con valor de
enriquecimiento > 1.5 y un p-valor < 0.05 se consideraron expresados
diferencialmente. Para analizar las categorias de los grupos de genes
diferencialmente expresados se empleé un analisis de enriquecimiento de conjuntos
genes (GSEA) comparando con la base de datos The Molecular Signature
Database. La huella transcriptomica de NRF2 fue detectada al comparar con el
conjunto de datos de factores de transcripcién perteneciente a The Molecular
Signature Database obteniéndose para la sefializacion de NRF2 un valor de

enriquecimiento=11.90 y un p-valor=2.39x10-10,

3.8 Anadlisis estadistico

La representacién de datos y el andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el
programa GraphPad Prism version 8.00 (La Jolla, CA, http://www.graphpad.com).
El nimero de muestras independientes representado como “n” en el apartado de
resultados, indica el nUmero de animales utilizados en el caso de los experimentos
in vivo, y el nimero de experimentos independientes llevados a cabo en el caso de
los experimentos in vitro. Los ensayos analiticos utilizados fueron: t-test, para
comparar una variable entre dos muestras, one-way ANOVA para la comparacién
de varias muestras con una sola variable y two-way ANOVA para comparar varias

muestras en las que intervienen diferentes variables.
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Resultados

4.1 Bloque 1. El silenciamiento de Irs2 in vivo reprime las
sefiales de reparacién de tejido a través de Fgf7 durante el
dafio hepético crénico

El primer paso fue confirmar que el defecto en la induccién de Fgfr2 detectado en
los ratones Irs2”- durante el dafio hepatico crénico generado con la dieta DDC 0.1%
resultaba en una respuesta impedida a Fgf7. Para ello, se evalué la activacién de la
sefializacion aguas abajo de su receptor Fgfr2 tras la inyeccién intraperitoneal de
Fgf7 recombinante de ratén (Fgf7rr) en ratones WT e Irs2” tras 21 dias de dieta
DDC. Después de 30’ de estimulacion con Fgf7rr los ratones WT experimentaron
un aumento en la sefalizacion de Fgf7/Fgfr2b evidenciado por el incremento
significativo de la fosforilacién de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares
1/2 (Erk 1/2) que se vio impedido en los higados de ratones Irs2”- (Figura 16). El
defecto en la sensibilidad a Fgf7rr observado en ratones Irs2-/- tras el dafio hepatico
cronico confirma que la sefalizacién de insulina/IGF-1-IRS2 es necesaria para la

respuesta a Fgf7 a través de Fgrf2 en la poblacién de CO.

71



Capitulo 4. Resultados

DDC d21
€. 2 5
oy, D ]
]
Fof7rr - §
S A <
44/42 KDa D e w— —— g
1
Erk1/2 o

“Q-.-
Total

-
44142 KDa R —

WT  Irs2-/-

Figura 16. El silenciamiento de Irs2 in vivo reprime la respuesta a Fgf7 a través de
Fgfr2b.
Los higados de los ratones Irs2 7~ son resistentes a la estimulacion con Fgf7 exdgeno tras el

dafio con la dieta DDC 0.1%. Analisis por western blot de los extractos de higado completo
de ratones WT e Irs2 7 tratados durante 21 dias con la dieta DDC 0.1% y estimulados 30
minutos (previos al sacrificio) con Fgf7 recombinante de raton (Fgf7rr) (0.35 mg/kg) o el
vehiculo (PBS) mediante inyeccion intraperitoneal (i.p). Los niveles relativos de p-Erk1/2
respecto a Erkl/2 total detectados por western Blot en lisado proteico completo (parte
izquierda) se cuantificaron (parte derecha) como indicador de la respuesta a Fgf7 (n=4-7).
Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un
analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples).

El segundo paso fue evaluar el origen del defecto en la induccion de Fgf7 observado
en los ratones Irs2” durante el dafio hepético crénico. Dado que Irs2 ha sido
extensamente descrito como inductor de la supervivencia [42][274], se evallo el
papel de la expresion de Irs2 in vivo en la supervivencia de las células Fgf7+. Para
ello se cuantificaron los eventos de células doble positivas para el marcador de
apoptosis caspasa 3 escindida y Fgf7 en ratones WT e Irs2-/- en los primeros
estadios del dafio crénico (dia 7 de dieta DDC 0.1%). Para evitar que el defecto en
la induccién de Fgf7 observado en los ratones Irs2 tras la dieta DDC 0.1% afectara
a la cuantificacion de las células doble positivas (Caspasa 3 escindida-Fgf7+) se
cuantificaron los eventos de células que siendo positivas para el marcaje de
Caspase 3 escindida también eran positivas para Fgf7. La cuantificacién evidencié
gue los ratones Irs2-/- experimentan el doble de eventos de apoptosis (células

caspasa 3 escindida+) en las células Fgf7+ que los ratones WT (Figura 17.).
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Figura 17. El silenciamiento de Irs2 in vivo induce apoptosis en las células Fgf7+
durante el dafio hepético crénico.

Imagenes de inmunofluorescencia confocal representativas y cuantificacion del numero de
células doble positivas para caspasa 3 escindida y Fgf7 en criosecciones de higados de
ratones WT (fenotipo salvaje) e Irs2-/- (raton deficiente del gen Irs2) tratados durante 7 dias
con la dieta DDC (n=3, con duplicados experimentales de cada animal y una media de 33.99
mm2 por seccion de tejido). Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para
comparar medias se utilizé un andlisis Test-t no pareado. Las lineas discontinuas delimitan
la vena portal.

Una vez confirmado in vivo el papel de la sefalizacién de insulina/IGF-1-IRS2 en
ambos compartimentos de la comunicacion paracrina a través de Fgf7 se dedicaran

los siguientes apartados a estudiar, in vitro, los mecanismos involucrados.
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4.2 Blogue 2. La sefalizacion de insulina/IGF-1-IRS2 actua en

CPH para promover larespuesta a FGF7

4.2.1 La ausencia de insulina-IRS2 impide la epitelizacion mediada
por FGF7

Una vez demostrado que el silenciamiento de Irs2 in vivo (ratén Irs2-/-) impide la
respuesta a Fgf7 a través de Fgfr2 durante el dafio hepatico cronico, se empleé la
linea de CPH humanas HepaRG para evaluar la capacidad de IRS2 cémo
modulador de la epitelizacion mediada por la respuesta a FGF7 a través FGFR2b.
Cultivadas en presencia de insulina, las células HepaRG se diferencian y emergen
de la monocapa formando estructuras tridimensionales que son brillantes al ser
observadas con contraste de fases y positivas para marcadores de hepatocitos
como Albumina, el factor nuclear 4 alfa de hepatocitos (HNF4a), la apolipoproteina
A-ll (APOA2) o E-cadherina (E-cadh) (Figura 18). El tratamiento de las células
HepaRG a largo plazo (de dia 4 a dia 15) con FGF7 recombinante humano (FGF7rh)
indujo la diferenciacion/epitelizacién del cultivo, evidenciada por el aumento de
marcaje por inmunofluorescencia de marcadores de hepatocitos como la
ALBUMINA, HNF4a, E-cadherina o por la actividad reportera GFP del promotor
humano de APOA2 (pAPOA2-GFP) asi como por el aumento en el analisis de
expresion de dichos marcadores especificos de hepatocitos detectado en la linea
celular HepaRG control (sh-scram) (Figura 19). El silenciamiento estable de IRS2
(sh-IRS2) en la linea HepaRG o la eliminacién de la insulina del medio suprimieron
totalmente la habilidad del FGF7rh para inducir la expresion de los marcadores de
hepatocitos APOA2 y ALBUMINA (Figura 19). El anélisis del marcador de células
progenitoras epiteliales la fosfoproteina secretada 1 (SPP1), que se encuentra
desregulado en el raton Irs2-/- tras la dieta DDC [268], también se vio
significativamente reducido por el silenciamiento de IRS2 en la linea HepaRG
(Figura 19), estableciendo la expresion de SPP1 como dependiente de insulina-
IRS2 y como un novedoso indicador de la respuesta a FGF7. Estos resultados
demuestran que la sefializacion de insulina-IRS2 es indispensable para la respuesta
biolégica a FGF7 y para la induccion en la epitelizacion mediada por la respuesta a
FGF7 en la linea HepaRG.
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[ HepaRG I HepaRG pAPOA2-GFP |
[ Fase | ALB HNF4a | ECADH | GFP E-CADH |
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Control

FGF7rh

Figura 18. El tratamiento con FGF7rh induce la diferenciacion de la linea HepaRG.
Im&agenes de contraste de fases y de inmunofluorescencia confocal de células HepaRG (dia
15) cultivadas con FGF7 recombinante humano (FGF7rh) (50 ng/mL) durante 11 dias (de dia
4 a dia 15) en las que se observa un aumento en el tamafio de las islas epiteliales marcadas
por inmunofluorescencia con E-CADHERINA (E-CADH) / ALBUMINA (ALB) / HNF4aq, asi
como con la expresion del promotor de APOA2 (pAPOA?2) visualizada con un sistema de
infeccibn estable en HepaRG con pAPOA2-GFP reportero. N=3 con duplicados
experimentales. H=Hoechst.
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Figura 19. La sefializacion de insulina-IRS2 permite la epitelizacién mediada por FGF7
en HepaRG.

Analisis por RT-gPCR de los genes indicados tras el tratamiento a largo plazo (11 dias) en
las células HepaRG control (sh-scram) y con silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2) con FGF7rh
en presencia (+) y ausencia (-) de insulina (h=3 con duplicados experimentales). Los datos
representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis two
way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples).
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4.2.2 FGF7 induce su propia sensibilidad promoviendo la expresion
de sureceptor FGFR2b de manera dependiente a la sefializacion
de insulina-IRS2

Estudios con la linea de CPH HepaRG con expresion estable del reportero GFP de
la expresion de IRS2 (pIRS2-GFP) mostraron que, en presencia de insulina, IRS2
colocaliza con FGFR2 en las islas de epiteliales de pre-hepatocitos (Albumina+)
mientras que, en ausencia de insulina el marcaje de FGFR2 se ve reducido (Figura
20) sugiriendo que la sefalizacion de insulina-IRS2 podria regular la sensibilidad a

FGF7 en CPH actuando directamente sobre los niveles de su receptor FGFR2.

Insulina (-)

Insulina (+)

Figura 20. El patrén de expresion de IRS2 colocaliza con FGFR2 en las islas de
hepatocitos.

Imagenes de inmunofluorescencia confocal que representan la colocalizacion de FGFR2 con
IRS2 en presencia de insulina dentro de las islas de hepatocitos (Albumina +) durante la
diferenciacion temprana de HepaRG (dia 15). La expresion de IRS2 se visualiz6 mediante la
infeccion estable de HepaRG con un promotor IRS2 GFP reportero (pIRS2-GFP). Las lineas
discontinuas delimitan las islas de hepatocitos.

El analisis de expresion tras el tratamiento con FGF7rh revel6 un nuevo mecanismo
por el que FGF7 fomenta su propia sensibilidad induciendo a largo plazo la
expresion de su receptor FGFR2b para fomentar la diferenciacion/epitelizacion en
la linea HepaRG. (Figura 21A).
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El silenciamiento estable de IRS2 (sh-IRS2) en HepaRG o la eliminacion de la
insulina del medio reprimieron la habilidad de FGF7rh para activar el bucle de
induccidn positiva que aumenta la expresion de FGFR2b (Figura 20, Figura 21A)
explicando la falta de respuesta a FGF7rh observada en dichas condiciones en la
Figura 19. Estos datos descubren a la sefializacion de insulina-IRS2 como
moduladora de la respuesta a FGF7 en HepaRG y revelan un novedoso bucle de
induccion mediante el que el ligando FGF7 a largo plazo y en presencia de insulina-
IRS2, induce en la linea HepaRG la expresién de su receptor FGFR2b promoviendo
su propia sensibilidad (Figura 21B).

A. B.
FGFR2b
%k %k sh-IRS2

2.0- B Control i Bucle induccién
= . EGF7rh de FGFR2b
2 T FGF7rh .- FGFR2b Q'
1S ' P
Z + [ Control o hhd 4

]

<
- : FGF7rh A
Ne)
= ! HepaRG Hepatocito
n (CPH) ALB/HNF4a/

APOA2/SPP1 +

sh-scram sh-IRS2

Figura 21. La sefializacion de insulina-IRS2 media un bucle de induccién positiva por
el que FGF7 induce la expresion de FGFR2b.

(A) Andlisis por RT-gPCR de FGFR2b tras el tratamiento a largo plazo con FGF7rh (11 dias)
en las células HepaRG control (sh-scram) y con silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2) en
presencia (+) y ausencia (-) de insulina (n=3) con duplicados experimentales. (B) Modelo
resumen del efecto del silenciamiento de IRS2 en HepaRG que impide la expresion de
FGFR2b reprimiendo el bucle de induccién positiva ligando-receptor generado por la
respuesta a FGF7rh y por tanto reduciendo la epitelizacion. Autoria propia, “Created with
BioRender.com”. Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar
medias se utilizo un analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples).
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4.2.3 Lainduccion en la expresion de FGFR2b tras el tratamiento con

FGF7rh no es directay deriva del aumento en la epitelizacion

FGFR2b ha sido descrito como un marcador epitelial. Para discernir si el aumento
en la expresién de FGFR2b observado en HepaRG es un efecto directo del
tratamiento a largo plazo con FGF7rh o si se trata de un efecto indirecto derivado
del aumento en la epitelizacién inducido por FGF7rh, se llevé a cabo un analisis de
la expresion a lo largo del tiempo (0, 3, 6, 24, 48, 72 h) tras el tratamiento con
FGF7rh enlalinea celular HepaRG. La respuesta al tratamiento con FGF7rh (Figura
22) quedo evidenciada por el aumento de SPP1 que fue significativo tras tan solo
6h de tratamiento y por una marcada induccién en el analisis de la expresién de
APOA2 gue se vio aumentado 3 veces respecto al control en tan solo 48h de
tratamiento con FGF7rh. Sin embargo, la expresion de FGFR2b disminuyé
significativamente tras 24h de tratamiento con FGF7rh recuperando a las 72h los
niveles del control y descartando el aumento en la expresion de FGFR2b como
diana directa de la respuesta a FGF7. Estos resultados establecen la expresion de
APOA2 y SPP1 como nuevos indicadores de la respuesta a FGF7 y demuestran
que FGF7rh induce la expresién de FGFR2b de manera indirecta a través de la

induccion en la epitelizacion de la linea HepaRG.

APOA2 SPP1 FGFR2b

KEKK*** —8- Control

-B - FGF7rh
104

Expresion ARNm (UR)

N

1

-
Expresion ARNm (UR)
Expresion ARNm (UR)

0 24 48 72 0 6 12 0 24 48 72 Tiempo (h)

Figura 22. El tratamiento con FGF7rh a corto plazo induce la expresion de APOA2 y
SPP1y reduce la expresion de FGFR2b en HepaRG.

Andlisis por RT-gPCR de los genes indicados en los tiempos mas representativos del
tratamiento con FGF7rh (50 ng/mL) de dia 12 -15 de la diferenciacion en HepaRG. Los datos

79



Capitulo 4. Resultados

Continuacion de la Figura 22: representan la media (n=3 con duplicados experimentales) +
SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis two way ANOVA (Tukey’s
para comparaciones multiples).

4.3 Bloque 3. IRS2 actua en las CEH del nicho de las CPH para
inducir FGF7

4.3.1 Desarrollo del modelo de estudio de la comunicacion paracrina
FGF7 (CEH)-FGFR2b (HepaRG) in vitro

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que la sefalizaciéon de
insulina-Irs2 in vivo promueve la supervivencia de las células Fgf7+ durante el dafio
hepético cronico (Figura 17).

Resultados complementarios del laboratorio demostraron que el silenciamiento de
IRS2 in vitro en la linea humana de CEH en estado activado LX-2 (LX-2 sh-IRS2)
no produce cambios en la vialidad, ni tampoco en la migracién o en la capacidad
fibrética de las células estrelladas humanas [268]. Sin embargo, tras inducir el
arresto celular/inactivacion con mitomicina C se detectd una mayor tasa de
apoptosis (caspasa 3 escindida +) y una reduccién de la viabilidad (por ensayo de
MTT) en la linea LX-2 sh-IRS2 respecto a los controles LX-2 sh-luc [268]. La
inactivacibn con mitomicina C también gener6 un aumento en los niveles de
expresion de IRS2 y FGF7. Estos datos in vitro demostraron un papel de IRS2 en la
regulacion de la supervivencia de LX-2 durante la reversion fibrogénica, en la que
aumentaron los niveles de FGF7, corroborando los resultados obtenidos in vivo.

La supervivencia de las CEH inactivadas FGF7+ promoveria, ademas, de manera
dependiente de insulina-IRS2, el bucle de induccién mediante el que FGF7
promueve la expresién de FGFR2b en CPH potenciando la comunicacion entre CEH
y CPH a través de FGF7-FGFR2b y por tanto la epitelizacién. Para estudiar el
mecanismo mediante el que la sefializacién de insulina-IRS2 regula la comunicacion
paracrina de FGF7 se generd un modelo in vitro que permitiese recrear la interaccion

que ocurre entre CPH y CEH durante el dafio cronico.
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4.3.1.1 Lacomunicacion entre CEH-CPH através de FGF7-FGFR2b se activa
durante el arresto celular de las CEH y requiere de contacto estrecho

célula-célula entre ambas poblaciones

Resultados complementarios al proyecto sugieren que el arresto del ciclo celular
con mitomicina C (inactivacién/reversion fibrogénica de las CEH) induce la
produccion de FGF7 [275]. Dado que FGF7 es un factor paracrino, se testo la
posibilidad de inducir la comunicacion a través de FGF7 en HepaRG (monocultivo)
cultivandolas con medio condicionado durante 24h por células estrelladas humanas
primarias (CEHp) inactivadas previamente con mitomicina C (Figura 23A). Los
resultados obtenidos en la Figura 22 establecieron que 48h de tratamiento con
FGF7 recombinante son suficientes para detectar una respuesta a FGF7 en
HepaRG evidenciada por el aumento en la expresion de APOA2. En base a estos
resultados se traté durante 48h a la linea HepaRG con medio condicionado recogido
de las CEHp inactivadas y se analiz6 el incremento en la expresién de APOA2 como
indicador de la respuesta a FGF7 a través de FGFR2b. Para confirmar que el efecto
observado estaba generado por FGF7 y no por otros factores paracrinos, se empleé
en paralelo el inhibidor competitivo de FGF7 generado por una proteina de fusion
Fc del dominio extracelular de FGFR2b recombinante humano (FGFR2b Fc rh). El
tratamiento con FGF7 recombinante durante 48h fue suficiente para inducir un
aumento significativo en el andlisis de la expresion de APOA2. Sin embargo, no se
detect6 ningun incremento en la expresion de APOA2 tras el tratamiento de la linea
celular HepaRG con el medio condicionado de CEH previa inactivacién con mitoC
(Figura 23B). A pesar de que FGF7 es un factor paracrino, es una glicoproteina
facilmente secuestrada en ECM por los proteoglicanos heparan sulfatos (HSPG),
de manera que para sefializar tienen que ser liberados de la matriz por heparinasas
[155]. Es probable, por tanto, que FGF7 quede retenido en la ECM y no esté
disponible en el medio condicionado. Para analizar esta hipoétesis se llevo a cabo el
mismo experimento, pero en lugar de emplear medio condicionado se co-cultivaron
HepaRG con CEH primarias (CEHp) en estado activado e inactivado durante 48h
(Figura 23 A). El cocultivo de HepaRG con CEHp inactivadas generd un incremento
significativo en el andlisis de expresion de APOA2 que no se observé en el cocultivo

de HepaRG con CEHp sin inactivar (Figura 23C). La adicion en el medio de
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FGFR2b Fc rh (inhibidor de FGF7) impidi6 la induccion de APOA2 en el cocultivo
de HepaRG-CEHp inactivadas confirmando que el aumento en expresion de APOA2
deriva de un incremento en la respuesta a FGF7 a través de su receptor FGFR2b
(Figura 23C). Estos datos demuestran, por primera vez, que la comunicacién entre
CEHp y HepaRG a través de FGF7-FGFR2b ocurre de manera local y requiere de
contacto estrecho entre ambas poblaciones. También corroboran que la

inactivacion/reversion fibrogénica de las CEHp promueve la produccién de FGF7.
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Figura 23. Lacomunicacion entre CEH-CPH através de FGF7-FGFR2b se activa durante

el arresto celular de las CEH y requiere de contacto estrecho célula-célula entre ambas
poblaciones.
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Continuacion Figura 23: A) Diagrama de los dos procedimientos evaluados para recrear la
comunicacién a través de FGF7 entre CEHp y HepaRG: a la izquierda, cultivo de CEHp
tratadas previamente con mitomicinaC (mitoC) (3h) a las que les afiade medio fresco durante
24h con el que se tratard durante 48h al cultivo de células HepaRG de dia 13-15 de
diferenciacion (B), y a la derecha cultivo de CEHp control/inactivadas con mitoC (3h)
sembradas sobre el cultivo de HepaRG durante 48h (de d13 a d15) (C). Autoria propia,
“Created with BioRender.com. (B y C) Analisis por RT-qPCR de APOA2 como indicador de
la respuesta a FGF7. FGF7rh se empled como control positivo. La proteina de fusién Fc del
dominio extracelular humano de FGFR2b (FGFR2b Fc rh) como inhibidor de la comunicacion
FGF-FGFR2b. Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias
se utilizé un analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples).

4.3.1.2 El cocultivo de CEHp inactivadas y HepaRG a largo plazo reproduce
las interacciones heterotipicas necesarias para inducir la

epitelizacion através de FGF7

En el apartado anterior se establecieron las condiciones necesarias para recrear in
vitro la comunicacion entre CEHp-HepaRG a través de FGF7, resultando en la
puesta a punto de un modelo de cocultivo. En el presente apartado se evalué la
funcionalidad del modelo de cocultivo y para ello su capacidad para sustentar a largo
plazo la comunicaciéon entre CEHp-HepaRG a través de FGF7 y promover la
epitelizacion de HepaRG. Con tal fin, se co-cultivaron ambas poblaciones durante
14 dias, el tiempo que necesita la linea celular HepaRG para diferenciarse hasta
islas epiteliales de hepatocitos (Figura 24A). Como control se emple6 el cocultivo
con CEH sin inactivar (CEHp control), que en base a los resultados anteriores
(Figura 23C) resulta insuficiente para activar la respuesta a FGF7. El cocultivo a
largo plazo funcion6 para inducir la diferenciacion de manera dependiente a FGF7
ya que gener6 una induccion significativa respecto al cocultivo con las CEHp control
en el analisis de expresion de APOA2 (Figura 24B), marcador hepatocitico e
indicador de la respuesta a FGF7, que fue reprimida por el inhibidor de FGF7
(FGFR2b Fc rh). En concordancia con los resultados del apartado anterior (Figura
23C), también se observé que la diferenciacion de los hepatocitos en la linea
HepaRG (identificados por ser HNF4a+ por inmunofluorescencia), ocurria limitada
a las zonas en las que existia contacto con las CEHp inactivadas (Vimentina+)
(Figura 24C). En conjunto estos datos demuestran la eficacia del modelo
desarrollado para estudiar la comunicacion local a través de FGF7 entre CEH-

HepaRG y, por consiguiente, el papel de IRS2 en la modulacion de esta.
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Figura 24. El cocultivo a largo plazo de HepaRG con CEHp recrea las interacciones
heterotipicas entre CEH-CPH e induce la diferenciacidn/epitelizacion.

(A) Diagrama del procedimiento. Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Analisis
por RT-qgPCR del gen APOA2. La proteina de fusion Fc del dominio extracelular de FGFR2b
(FGFR2b Fc rh) (50 ng/mL) se empled como inhibidor de la comunicacion FGF-FGFR2b (n=3-
5). (C) Imagenes de inmunofluorescencia confocal (proyeccion maxima) y cuantificacion (IN
cell analyser 2200) del % de células HepaRG HNF4a+ en zonas con CEH (Vim+) o sin CEH
(Vim-) inactivados con mitomicina C (mitoC) tras el cocultivo durante 14 dias (n=4 con
duplicados experimentales). Se analizaron un total de 6.69x10° células. Los datos
representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis two
way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples) (B) y un analisis Test-t no pareado (C).
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4.3.1.3 La comunicacion heterotipica entre LX-2 (CEH) y HepaRG es
dependiente de IRS2

Una vez validado, se emple6 el modelo del cocultivo como herramienta para el
estudio in vitro del papel de IRS2 en la comunicacién entre CEH y CPH a través de
FGF7. Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que IRS2 podria actuar
en las CEH preservando a la poblacién FGF7+ y fomentando por tanto el bucle de
induccion positiva FGF7-FGFR2b. Para estudiar el papel de IRS2 en la
comunicacion entre CEH-CPH a través de FGF7, se llevo a cabo el cocultivo a largo
plazo de la linea celular de CEH, LX-2 sh-luciferasa (control)/LX-2 sh-IRS2 (con
silenciamiento de IRS2) con la linea celular HepaRG. Tras el cocultivo se evaluo6 el
efecto del silenciamiento de IRS2 en LX-2 a lo largo del tiempo (dia 2,6,10 y 14) en
la poblacién de LX-2, mediante analisis de expresién de FGF7, FGF10 y FGF22 y
también en la poblacion de HepaRG mediante el andlisis de la expresion de los
marcadores de epitelizacion FGFR2b y de APOA2 (Figura 25A). Mientras que el
andlisis de expresion de FGF7 se mantuvo constante a lo largo de los 14 dias de
cocultivo de HepaRG con LX-2 sh-luciferasa (control), en el cocultivo de HepaRG
con LX-2 sh-IRS2 se observé una reduccion exponencial de los niveles de expresion
de FGF7 siendo la diferencia entre ambos significativa a dia 14 de cocultivo (Figura
25B). El andlisis de expresion de FGF10 experimenté una induccién de dia 10 a dia
14 en el cocultivo de HepaRG con LX-2 sh-luciferasa (control) que se vio reprimida
por el silenciamiento de IRS2 en LX-2 (Figura 25B). En el caso de FGF22, el
silenciamiento de IRS2 en LX-2 generd una reduccion significativa del andlisis de
expresion en las etapas iniciales del cocultivo con HepaRG (dia 2), que fue
normalizandose respecto al control (LX-2 sh-luciferasa) a medida que avanzo el
tiempo de cultivo (Figura 25B). Estos resultados demuestran que el silenciamiento
de IRS2 en LX-2 genera un defecto en la expresion de FGFs a lo largo del cocultivo
con la linea HepaRG. La incapacidad de generar FGFs observada en la poblacion
LX-2 sh-IRS2 durante el cocultivo, coincidié con un descenso significativo de los
niveles de expresion de FGFR2b en la poblacién de HepaRG de dia 10 a dia 15

respecto al cocultivo con LX-2 sh-luciferasa (control) (Figura 25B).
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Figura 25. El silenciamiento de IRS2 en LX-2 impide la comunicacion heterotipica

L
2 6 10 14 diasde
cocultivo

mediada por FGF7-FGFR2b en el cocultivo de LX-2 y HepaRG.

(A) Diagrama del procedimiento. Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Analisis
por RT-gPCR de la expresion de FGF7, FGF10, FGF22 y FGFR2b a dia 2,6,10 y 14 del
cocultivo de HepaRG con LX-2 control sh-luciferasa (sh-luc) o con LX-2 con silenciamiento
estable de IRS2 (sh-IRS2) n=4 con duplicados experimentales. Los datos representan la
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Continuacién Figura 25: media + SEM *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un
andlisis two way ANOVA (Sidak’s para comparaciones multiples) (B).

El andlisis de expresion de la evolucion de APOA2 de dia 2 a 14 del cocultivo en
presencia de insulina impidié el aumento en el analisis de expresién de APOA2 a lo
largo de la diferenciacion, demostrando que el defecto en la expresion de FGF7 del
cocultivo con LX-2 sh-IRS2 desencadena en un fallo de epitelizacién en la poblacién
de HepaRG (Figura 26A). La ausencia de insulina reprimio la inducciéon en APOA2
en la linea HepaRG, incluso en el cocultivo con LX-2 sh-luciferasa (control) (Figura
26A). Esto podria deberse a que, tal y como se ha demostrado en la Figura 21, la
respuesta de FGFR2b a FGF7 en HepaRG es dependiente de insulina, por lo que,
en ausencia de ésta, se corta el bucle de induccién FGF7-FGFR2b provocando un
fallo en la epitelizacién. Por ultimo, el marcaje por inmunofluorescencia del cocultivo
a largo plazo situ6 a las islas HepaRG FGFR2+ en contacto con células LX-2
(Faloidina+) productoras de FGF7 (Figura 26B).

A. B.
APOA?2 Dias de
*k * cocultivo
0-257 = R ——

di4
42
d14

Expresion ARNm (UR)

LX-2: sh-luc sh-IRS2

Figura 26. El silenciamiento de IRS2 en LX-2 durante el cocultivo impide la epitelizacién
en HepaRG mediada por la comunicacién FGF7-FGFR2b.

(A) Andlisis por RT-gPCR de la expresion de APOA2 de dia 2-14 del cocultivo de HepaRG
con LX-2 control sh-luciferasa (sh-luc) o con LX-2 con silenciamiento estable de IRS2 (sh-
IRS2) como indicador de la respuesta a FGF7 y de los niveles de epitelizacion en HepaRG
(n=3 con duplicados experimentales). (B) Imagen de inmunofluorescencia obtenida tras 14
dias de cocultivo en las mismas condiciones descritas en (A). Las islas FGFR2+ en la linea
HepaRG emergen en las zonas de contacto con LX-2 (Faloidina+). Los datos representan la
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Continuacion de Figura 26: media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizd
un andlisis Tukey’s para comparaciones multiples) (C).

Estos datos demuestran que la linea LX-2 expresa FGF7 de manera dependiente a
IRS2 para promover el bucle de induccién positiva por el que FGF7 induce la
expresién de FGFR2b en la linea HepaRG y por consiguiente su epitelizacién,
confirmando un novedoso papel de IRS2 como regulador de la comunicacion
heterotipica a través de FGF7-FGFR2b (Figura 27).

LX-2 HepaRG Hepatocito

FGF7 . FGFR2b /‘}
. /.N
- vy

<> —>

LX-2 sh-luc
Control Epitelizacién

;

LX-2 sh-IRS2
Epitelizacion

Figura 27. El silenciamiento de IRS2 en CEH impide la produccion de FGFs rompiendo
el bucle de induccion de FGFR2b y generando un defecto en la epitelizacion.

Modelo resumen de los hallazgos generados hasta el momento en este trabajo sobre la
comunicacién entre CEH y CPH a través de FGF7 y su papel en la epitelizacion (parte
superior) y como se ve afectada por el silenciamiento de IRS2 en CEH (parte inferior). Autoria
propia, “Created with BioRender.com”.
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4.3.1.4 Las células LX-2 experimentan unareversion fibrogénica espontanea
y dependiente de la expresion de IRS2 durante el cocultivo con las

células HepaRG

Resultados de este trabajo demuestran que la comunicacién paracrina mediada por
FGF7 se ve favorecida por el arresto celular en las CEHp con mitomicina C que
simula su proceso de transdiferenciacion durante la reversion fibrogénica. En base
a esto, la represion en el analisis de expresion de FGF7 en el cocultivo de HepaRG
con LX-2 sh-IRS2 podria deberse a un defecto en la reversion fibrogénica originado
por el silenciamiento de IRS2. La reversiéon de las CEH conlleva una reduccion de
los genes fibréticos que constituyen la ECM [126] por lo que para evaluar esta
hipotesis, se analizd la expresion de marcadores de fibrosis del cocultivo de
HepaRG con LX-2 sh-luciferasa (control)/LX-2 sh-IRS2. La poblacién de LX-2 sh-
luciferasa (control) experimentd una reduccion drastica del ndmero de células
(positivas para GFP) de dia 6 a dia 14 de cocultivo (Figura 28) a la vez que una
reduccion en los niveles de expresién de los marcadores de fibrosis colageno alfa-
1 tipo 1 (COL1Al) y de la actina a de musculo liso (ACTA2) (Figura 29). El
silenciamiento de IRS2 durante el cocultivo (LX-2 sh-IRS2) indujo una expansion de
las células LX-2 sh-IRS2 (positivas para GFP) (Figura 28) e impidi6 la reduccién de
COL1Al y de ACTA2 a largo del tiempo (Figura 29) generando en contraposicién
un gran incremento en la expresion del marcador de fibrosis colageno alfa-1 tipo 3
(COL3A1) (Figura 29) lo que evidencia una respuesta fibrogénica activada. Estos
resultados demuestran que IRS2 favorece la reversion fibrogénica de las células
LX-2. Por otra parte, la ausencia de insulina no altero la evolucion de ninguno de los
marcadores de fibrosis descritos, demostrando que IRS2 actla de manera
independiente a la insulina en la regulacién de la reversién fibrogénica de la linea
LX-2, que podria estar modulada, en su lugar, por su homologo IGF-1. Estos datos
resaltan el potencial del modelo de cocultivo generado, que modela la reversion
fibrogénica y nos permite estudiar los mecanismos involucrados en la regulacion de
esta. Por otra parte, estos datos también confirman que IRS2 permite la expresion
de FGF7 (Figura 25B) durante la reversion fibrogénica (Figura 30) y generan la
incognita de si la expresion de IRS2 sostiene la expresion de FGF7 de manera

directa o si ocurre de manera indirecta como consecuencia del efecto de la
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expresién de IRS2 en la supervivencia de las CEH durante la reversion fibrogénica
de la linea LX-2.

>y

LX-2 sh-luc HepaRG

LX-2 sh-IRS2

Cocultivo: 14 dias

aRG

@©
0
@©
S
@
=
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=
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o
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4

LX2 sh-IRS2

Figura 28. El silenciamiento de IRS2 en LX-2 promueve su expansion durante el
cocultivo con HepaRG.
Imagenes de campo claro y fluorescencia representativas de la evolucion en la poblacion de

LX-2 control sh-luciferasa (sh-luc) y LX-2 sh-IRS2 (silenciamiento de IRS2), ambas marcadas
por el reportero GFP, a lo largo del cocultivo con la linea HepaRG (dia 2,6,14). El recuadro
rojo marca las imagenes del tiempo final en las que la diferencia entre el cocultivo con LX-2
sh-luciferasa y con LX-2 sh-IRS2 se observa mas pronunciada. Autoria propia, “Created with
BioRender.com”.
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Figura 29. El silenciamiento de IRS2 en LX2 impide su reversion durante el cocultivo
con HepaRG.

Analisis por RT-gPCR de la evolucion en la expresion de los marcadores de fibrosis COL1A1,
ACTA2, COL3A1 desde el inicio (dia 2) al final (dia 14) del cocultivo de LX-2 control sh-
luciferasa (sh-luc)/sh-IRS2 (silenciamiento de IRS2) con HepaRG (n=3 con duplicados
experimentales). Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar
medias se utilizé un analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples).
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Figura 30. Modelo representativo del papel de IRS2 en el nicho de CEH durante el
cocultivo con HepaRG.

Una sefializacion de insulina/IGF-1 defectuosa (resistencia a la insulina) en el nicho de las
CPH (silenciamiento de IRS2 en CEH) impide la reversion fibrogénica de las CEH generando
una fibrosis sostenida que reprime la produccion de FGF7 y por tanto la epitelizacién mediada
por FGF7 en la poblacién de CPH. Autoria propia. “Created with BioRender.com”.

4.3.2 Lalinea HepaRG como modelo de estudio de la comunicacién

paracrina a través de FGF7

Resultados previos del laboratorio demuestran que la diferenciacion de la linea
HepaRG hasta hepatocitos es dependiente de insulina e IRS2 [268]. A medida que
avanza la diferenciacién, la expresiéon de IRS2 (pIRS2-GFP) queda limitada
espacialmente a las zonas no epiteliales (E-CADHERINA-) que se encuentran
estableciendo contacto estrecho con las zonas epiteliales (hepatocitos (E-
CADHERINA+) (Figura 31A) de manera similar a la disposicién que se ha descrito
en este trabajo que adquiere el nicho de CEH (FGF7+) durante el cocultivo (Figura
24C) sugiriendo la existencia de una subpoblacién IRS2+ en linea HepaRG que

podria constituir un microambiente para las islas de hepatocitos.
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4.3.2.1 La expresion de IRS2 en HepaRG correlaciona con la de FGF7 y

promueve la epitelizacién

Para evaluar la funcién de las células IRS2+ en la regulacién de la comunicacion
paracrina a través de FGF7 se empleé la linea HepaRG con expresion de GFP tras
el promotor de IRS2 (pIRS2-GFP) en etapas tardias de la diferenciacion (a dia 25)
para separar mediante FACS las células con elevada expresion de IRS2 (GFP+) y
con baja expresion de IRS2 (GFP-) y se evaluo la expresion de FGF7 y de FGFR2b
en ambas poblaciones. El andlisis de la expresién de FGF7 y FGFR2b mostré que
la expresion endégena de IRS2 es directamente proporcional a la de FGF7, pero
inversamente proporcional a la expresién de FGFR2b (Figura 31A) demostrando
gue el patrén de expresion de IRS2 marca a la poblacion FGF7+ en la linea
HepaRG. La sobreexpresion estable y a largo plazo de Irs2 (secuencia de ADN
murino con eficacia comprobada en lineas humanas Tabla 3) en HepaRG (HepaRG
Lenti-Irs2) generd, no solo un aumento significativo en la expresién de FGF7, sino
también en la expresién de FGFR2b, e incremento la epitelizacién con respecto a la
linea HepaRG control aumentando el tamafio de las islas de hepatocitos y el
marcaje por inmunofluorescencia de los marcadores de hepatocitos HNF4a vy
ALBUMINA (Figura 31B). Estos datos sugieren que la sobreexpresion estable y a
largo plazo de Irs2 en HepaRG (HepaRG Lenti-Irs2) es capaz de fomentar el bucle
de induccion positiva FGF7-FGFR2b promoviendo la epitelizacion, evidenciando la
existencia de una comunicacion paracrina mediada por FGF7 enddgeno en la linea
de células progenitoras HepaRG. Por otro lado, también demuestran la existencia
de una subpoblacion IRS2+ no epitelial, es decir, FGFR2b-, y productora de FGF7
en la linea HepaRG y establecen cierto paralelismo entre dicha subpoblacién no
epitelial que rodea a las islas de HepaRG (IRS2+ y FGF7+) y el nicho constituido
por las CEH en modelo de cocultivo estudiado hasta el momento, demostrando que
en ambos la expresion de IRS2 resulta esencial para la poblacion productora de
FGF7. El papel del nicho IRS2-FGF7+/+ en la epitelizacion del cultivo HepaRG se

evaluara en el siguiente apartado.
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Figura 31. La expresion de IRS2 en HepaRG correlaciona con la de FGF7 y promueve
la diferenciacion.

(A) Imégenes de contraste de fases y de inmunofluorescencia confocal que representan la
localizacién de IRS2 enddgeno (GFP+) en el cultivo de HepaRG rodeando a las islas
epiteliales marcadas con E-CADHERINA (E-CADH) a dia 25 de la diferenciacion. H=Hoechst.
Analisis por RT-gPCR de la expresion de FGF7 y FGFR2b a dia 15 de la diferenciacion en
las poblaciones de HepaRG pIRS2-GFP+/- (altos niveles de IRS2/bajos niveles de IRS2)
(n=4). (B) Imagenes de contraste de fases y de inmunofluorescencia confocal (proyeccion
maxima) representativas del aumento en el tamafio de las islas de hepatocitos (marcadas
con HNF4a y Albumina (ALB)) tras la sobreexpresion estable de Irs2 (Lenti-Irs2) respecto a
las células HepaRG control a d15 de diferenciacion. Analisis RT-QPCR de la expresién de
FGF7 y FGFR2b en HepaRG control y Lenti-Irs2 a d15 de diferenciacion (n=4). Los datos
representan la media + SEM. *p-valor<0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis Test-
t no pareado.
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4.3.2.2 La sobreexpresién de Irs2 actia de especificamente sobre la
subpoblacién no epitelial (APOA2-) en la linea HepaRG para

promover su epitelizacion y la expresion de FGF7

Los resultados del apartado anterior evidencian la existencia una subpoblacion
IRS2+ en la linea HepaRG que es capaz de producir FGF7 y recrear la
comunicacion paracrina fomentando el bucle de induccion FGF7-FGFR2b descrito
en este trabajo. Asi pues, la linea HepaRG se convierte en etapas tardias de la
diferenciacion en un modelo mixto de hepatocitos (epiteliales) con una subpoblacién
(no epitelial) que puede llevar a cabo de manera enddgena la transicion
mesenquimal-epitelial (MET) y con ello la diferenciacion hacia islas epiteliales de
hepatocitos. Aunque es posible que el aumento en la epitelizacion observado en la
linea HepaRG Lenti-Irs2 derive de un incremento en la comunicacion paracrina a
través de FGF7, no se puede descartar que se deba a un efecto directo de Irs2 en
la MET o a efectos autbnomos de célula de la sobreexpresion de Irs2 en la poblacion
de hepatocitos. Para estudiar el mecanismo mediante el que la sobreexpresion de
Irs2 induce la epitelizacion del cultivo de HepaRG se empleé la linea reportera con
expresion de GFP tras el promotor del marcador hepatocitico APOA2 (HepaRG
pAPOA2-GFP) a dia 25 de diferenciacion (tardia) para separar por FACS, en base
a sus niveles de GFP, las dos subpoblaciones del cultivo: no epitelial (baja expresion
de APOA2-GFP) y epitelial (alta expresion de APOA2-GFP) y se evalu6 el efecto de
la sobreexpresién de Irs2 en cada poblacion por separado (Figura 32A). La
sobreexpresion de Irs2 generé un aumento significativo en el andlisis de expresion
de FGF7 en la poblacién no epitelial que no se observo en la poblacion de epitelial
(Figura 32B), demostrando por primera vez que Irs2 induce la expresién de FGF7
y reforzando los resultados obtenidos en el modelo de cocultivo en los que el
silenciamiento de IRS2 en el nicho (CEH) impidid la expresion de FGF7. El analisis
de expresion también corrobord la existencia de dos poblaciones a nivel de
epitelizacion en la linea HepaRG detectdndose a nivel basal en la subpoblacién no
epitelial una menor expresién de los marcadores epiteliales HNF4a, E-CADH y
ALBUMINA (Figura 33). Mas importante, el estudio revel6 un papel de Irs2 como
inductor de la MET en la poblacion no epitelial que experiment6 un incremento en
la expresion de HNF4a, E-CADH y ALBUMINA tras la sobreexpresion de Irs2,
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alcanzando niveles de epitelizacién similares a los detectados en la poblacion

epitelial que se mantuvo invariable tras la sobreexpresion de Irs2 (Figura 33).
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Figura 32. La sobreexpresién de Irs2 actlia en la subpoblacién no epitelial (APOA2-) de
lalinea HepaRG pAPOA2-GFP para inducir la expresion de FGF7.
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Continuacion Figura 32: (A) Diagrama del procedimiento experimental. A dia 24 de la
diferenciacion la linea HepaRG pAPOA2-GFP se cotransfectd el cultivo con el vector
plasmidico DsRed y el vector plasmidico pcDNA3 (control) o pcdna-Irs2 (sobreexpresion de
Irs2). Las células se recogieron a dia 25 (tras 24h de transfeccion) para seleccionar por FACS
las células transfectadas (DsRed+) y separarlas posteriormente por FACS de nuevo en dos
poblaciones: bajos niveles de APOA2-GFP (no epitelial) y altos niveles de pAPOA2-GFP+
(epitelial/hepatocitos). Autoria propia. (B) Analisis RT-gPCR de GFP e Irs2 (para comprobar
la eficacia del procedimiento) y de FGF7 (n=3). Los datos representan la media + SEM. *p-
valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis Test-t no pareado (B).
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Figura 33. La sobreexpresion de Irs2 actua de manera especifica en la subpoblacién
no epitelial (APOA2-) de la linea HepaRG pAPOA2-GFP para inducir la expresion de
marcadores hepatociticos.

Analisis RT-gPCR de los marcadores hepatociticos HNF4a, E-CADHERINA (E-CADH) y
ALBUMINA en las muestras generadas segun el protocolo descrito en la Figura 32 (n=3). Los
datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un
andlisis Test-t no pareado.
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Estos datos confirman que la expresién de Irs2 induce la epitelizacién de las células
HepaRG actuando especificamente sobre la subpoblacion no epitelial para (1)
inducir la expresion de FGF7 y (2) promover la MET pudiendo este segundo

mecanismo ser dependiente o independiente de la induccion en FGF7 (Figura 34).
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Figura 34. Modelo representativo del papel de IRS2 en la linea celular HepaRG.

(1) IRS2 induce la expresion de FGF7 en la subpoblacién no epitelial de la linea HepaRG
(APOAZ2-) y el bucle de induccién positiva de FGFR2b (evidenciado en HepaRG Lenti-Irs2)
promoviendo la epitelizacion del cultivo. (2) IRS2 induce la expresion de marcadores
epiteliales (HNF4a, ALB, E-CADH) en la subpoblacion no epitelial de la linea HepaRG
(APOA2-) actuando como inductor de la MET mediante un mecanismo que podria
dependiente o independiente de la induccion en FGF7.

98



Capitulo 4. Resultados

4.4 Bloque 4. Mecanismo molecular del eje IRS2-FGF7 en CEH

Los resultados descritos hasta el momento desvelan el engranaje de procesos
mediante los que la expresion de IRS2 modula la comunicacion entre CEHy CPH a
través de FGF7 para promover la epitelizacion de las CPH. Entre ellos, el
descubrimiento de que IRS2 es indispensable en las CEH para la expresion de
FGF7 es uno de los mecanismos cruciales ya que inicia el bucle de induccién de la
expresion de FGFR2b en CPH que sostiene la comunicacién entre ambas
poblaciones para promover la epitelizacion. Por ello, se dedico el presente apartado
a estudiar los mecanismos moleculares mediante los que la expresion de IRS2

regula la expresion de FGF7 en CEH.

4.4.1 La sobreexpresion de Irs2 en la linea HepaRG genera una
induccién en la sefalizacion de NRF2 como huella de

transcripcién mas marcada

La sobreexpresion de Irs2 en LX-2 mediante un sistema estable de infeccion con
lentivirus (Lenti-Irs2) resulté ineficiente, perdiéndose a lo largo de los pases
celulares [276]. Debido a la imposibilidad de sobreexpresar Irs2 en LX-2 y una vez
descubierta la especificidad de accién de IRS2 sobre la subpoblacion no epitelial y
productora de FGF7 en linea HepaRG, se empleé la linea HepaRG Lenti-Irs2 para
evaluar posibles mecanismos moleculares aguas abajo de IRS2 en la regulacion de
FGF7. Un andlisis transcriptbmico de enriquecimiento funcional GSEA para
comparar los datos de expresion diferencial obtenidos por microarray en las lineas
celulares HepaRG y HepaRG Lenti-Irs2 (sobreexpresiéon estable de Irs2) con el
conjunto de datos de factores de transcripciéon de la base de datos The Molecular
Signal Database, revel6 a la cascada de respuesta a estrés oxidativo dirigida por el
factor de transcripcion NRF2 (Figura 35) como la huella transcriptomica mas
marcada al sobreexpresar de Irs2 en HepaRG. NRF2 es extensamente conocido
por promover la supervivencia celular y ademas ha sido ya establecido como
inductor de la expresion de miembros de la subfamilia de FGF7 en fibroblastos de
piel [244], lo que le convierte en una potencial diana para mediar el papel de IRS2

en la supervivencia de la poblacién FGF7.
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Figura 35. La activacion de la sefializacién de NRF2 es la huella transcriptomica mas
marcada tras la sobreexpresion de Irs2 en HepaRG.

Modelo resumen de la hipétesis a testar. Se evaluara a NRF2 como mediador de la expresion
de FGF7 aguas abajo de IRS2 en células no epiteliales. Contiene el diagrama de
enriquecimiento GSEA de la sefializacion de NRF2 al comparar HepaRG (control) con
HepaRG Lenti-Irs2 a dia 9 de la diferenciacion (n=3) (datos previos generados por el Dr. Luke
Noon).

4.4.2 La sobreexpresion de Irs2 induce la actividad de NRF2, reduce
el estrés oxidativo y promueve la acumulacién de P62 en
HepaRG

Los datos del apartado anterior sefialan a NRF2 como un posible mediador del papel
de IRS2 como regulador de FGF7. NRF2 es el factor de transcripcion encargado de
inducir la expresién de numerosas enzimas detoxificantes que actian como defensa
frente al estrés oxidativo, aumentando de este modo la supervivencia celular
[277][278]. Se conocen dos mecanismos de regulacion de NRF2 en higado, la ruta
canénica y la ruta no candnica [279] (Figura 36B). La finalidad de este apartado
sera evaluar la capacidad de IRS2 para regular la activacién de NRF2. El factor de
transcripcion NRF2 actda uniéndose a una secuencia del genoma conocida como
Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE). Para determinar si la sobreexpresion
de Irs2 promueve la actividad de NRF2 se transfectaron las lineas celulares
HepaRG control y Lenti-Irs2 con un vector plasmidico con expresion de luciferasa

tras el promotor ARE (ARE-luc2P) de modo que la sefal de luz generada por
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luciferasa es proporcional a la actividad de NRF2. Las medidas de luciferasa se
normalizaron a la eficiencia de transfeccion con las medidas obtenidas al co-
transfectar con un vector plasmidico con expresion constitutiva de renilla luciferasa
obteniendo la medida denominada como ARE-Luciferasa. La sobreexpresién
estable de Irs2 duplico la actividad de NRF2 en HepaRG (Figura 36A) a pesar de
reducir significativamente los niveles de estrés oxidativo cuantificados en base a la
actividad total de las enzimas SOD1/2/3 (Figura 36C), sugiriendo que la activacion
de NRF2 no ocurre a través de la ruta candnica (Figura 36B). Se evalud la
capacidad de la insulina-Irs2 para modular la actividad de NRF2 a través de la ruta
no candnica mediada por P62 (Figura 36B). Aunque todavia no existen estudios
que demuestren que P62 regula la actividad de NRF2 en las CPH o0 en su nicho, la
acumulacion de P62 resulta esencial para la diferenciacion de CPH hasta
hepatocitos [280] e inhibe la activacion fibrética de las CEH [281], ambos fenotipos
observados aguas abajo de IRS2 en este trabajo y caracterizados como esenciales
para la correcta epitelizacion dirigida por el nicho de las CPH. La sefializacién de
insulina-IRS2 es una de las principales vias de inhibicién del flujo autofagico [282]
[283]. Para testar si la sefializacion de insulina-Irs2 promueve la acumulacién de
P62 a través de un bloqueo en la autofagia, se analizaron los niveles proteicos de
P62 en HepaRG control y Lenti-Irs2 tras 4h de estimulacién con insulina. La
inhibicién del flujo autofagico generada por el tratamiento con NH4Cl y Leupeptina
se empled como control positivo de la acumulacién de P62 generada por un bloqueo
en la autofagia en HepaRG. La estimulacion con insulina en HepaRG control indujo
un aumento significativo en los niveles proteicos de P62, que alcanzaron un valor
muy similar al obtenido tras silenciar farmacol6gicamente la autofagia (Figura 36D.1
y D.2). La sobreexpresion estable de Irs2 en HepaRG (Lenti-Irs2) generd una
acumulacion constitutiva de P62 incluso en ausencia de insulina, que se mantuvo
invariable aun tras el tratamiento con inhibidores de la autofagia, indicando que la
sobreexpresion de Irs2 es capaz de generar un bloqueo total de la autofagia en
HepaRG (Figura 36D.1y D.2). Se observo también colocalizacion de P62 y pIRS2-
GFP en el cultivo de HepaRG (Figura 36E). Estos datos demuestran que Irs2 es
capaz de promover la actividad de NRF2 en HepaRG y sefialan a la ruta no canédnica
de activacion de NRF2 dirigida por P62 como mediadora del eje IRS2-NRF2 en
HepaRG.
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Figura 36. La sobreexpresion de Irs2 a largo plazo (Lenti-Irs2) en HepaRG induce la
actividad de NRF2 reduce los niveles de estrés oxidativo (SOD) y promueve una
acumulacidn constituva de P62.
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Continuacién Figura 36: (A) Gréfica representativa de la sefial de luz emitida por luciferasa,
reportera del Elemento de Respuesta al Estrés oxidativo (ARE) al que se une NRF2 para
activar la expresion de sus genes diana, una vez normalizada a la sefial de luz emitida por
renilla. Se midié 24h después de la cotransfeccion con los vectores Renilla y el vector ARE-
luc2P en HepaRG control y Lenti-Irs2 (n=4 con duplicados experimentales). (B) Diagrama
representativo de las dos rutas conocidas de activacién de NRF2 en higado. Autoria propia,
“Created with BioRender.com”. (C) Actividad de SOD total (SOD extracelular, SOD Cu/Zn,
SOD Mn) en HepaRG control y Lenti-Irs2 a dia 14 de la diferenciacién (n=3 con duplicados
experimentales). (D) Analisis por western blot (D.2) y cuantificacion (D.1) de la acumulacion
de P62 en extracto celular total tras la estimulacion con insulina (5 nM) durante 1h (tras 3h
de ayuno) y la sobreexpresion de Irs2 (Lenti-Irs2) en la linea celular HepaRG a dia 14 de la
diferenciacion. Como control positivo del bloqueo en la autofagia se empled el tratamiento
conjunto con los inhibidores del lisosoma NH4Cl (200uM) y Leupeptina (100uM) en paralelo
a la estimulaciéon con insulina durante 1h (+ Inhib) (n=2-6). (E) Imagenes de
inmunofluorescencia confocal que representan la colocalizacion de P62 con pIRS2-GFP en
HepaRG (dia 14 de diferenciacion). Las lineas discontinuas marcan la colocalizacion. Los
datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un
andlisis Test-t no pareado (A) y (C) y un analisis two way ANOVA (Tukey's para
comparaciones multiples) (D).

4.4.3 P62 regulala actividad de NRF2 y participa en la supervivencia
celular en HepaRG

Los resultados del apartado anterior sugieren que la expresion de Irs2 podria estar
regulando la actividad de NRF2 en CPH a través de P62. Sin embargo, el papel de
P62 como regulador de la actividad de NRF2 todavia no ha sido evaluado en CPH,
sino Unicamente en hepatocitos [225]. Con el fin de demostrar la existencia de la
ruta no canonica de regulacion de NRF2 en CPH se gener6 una linea celular estable
de HepaRG con silenciamiento inducible de P62 reportero de GFP (HepaRG sh-
inducible-GFP-P62). La induccion del silenciamiento con doxiciclina fue efectiva en
tan solo 48h de tratamiento, quedando esto evidenciado por la expresion reportera
de GFP que fue detectada en un 67.88% de células vivas por citometria (Figura
37A) (Figura 14A) y por una reduccion casi total de los niveles de la proteina P62
detectada por western blot en comparacion con los controles de células HepaRG
Lenti-sh-inducible P62 sin tratar con doxiciclina (Figura 37B.1y B.2). La reduccion
de los niveles de P62 genero una disminucion significativa de los niveles de proteina
de NRF2 total (Figura 37B.1 y B.2) que en ausencia de P62 quedaria unida a
KEAPL1 y seria degradada en el proteasoma. Los niveles proteicos de NQO1, una

de las principales dianas de transcripcion de NRF2, también se redujeron
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significativamente, reflejando que el silenciamiento de P62 disrumpe la actividad de
NRF2 (Figura 37B.1y B.2)

A. ] Doxiciclina | 48h
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inducible-P62-GFP

- +
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Figura 37. El silenciamiento de P62 (48h) en HepaRG reduce la actividad de NRF2.

(A) Imagenes de contraste de fases y de la induccion en la fluorescencia de GFP (reportera
del silenciamiento en P62) que se genera tras el tratamiento con doxiciclina (250 ng/mL)
durante 48h, de dia 13-15 de la diferenciacion en las células HepaRG Lenti-sh-inducible-P62-
GFP. (B) Analisis por western blot (B.1) y cuantificacién (B.2) de las proteinas indicadas a
partir de extractos celulares totales generados con las condiciones descritas en (A) y sus
controles sin tratamiento con doxiciclina. (B.1) Cuantificacion de la abundancia proteica en
B (n=3).
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Un analisis por citometria de los niveles de GFP, reportero del silenciamiento de
P62, demostré que el silenciamiento a largo plazo de P62 induce muerte celular
durante la diferenciacion de la linea celular HepaRG Lenti-sh-inducible-P62-GFP,
viéndose el porcentaje de células GFP+ reducido desde un 46% a dia 4 del
silenciamiento de P62 y de la diferenciacion, a un 38,28% a dia 8 y quedando
Unicamente un 19% de células GFP+ vivas a dia 11 del silenciamiento de P62 y de
la diferenciacion (Figura 38A). No se observaron diferencias en el marcaje con
yoduro de propidio (células muertas) entre la condicién control y la tratada con
doxiciclina en los diferentes tiempos, descartando un posible efecto téxico del
tratamiento con doxiciclina a largo plazo (Figura 38B). Estos datos demuestran por
primera vez la existencia de una regulacién no canénica de NRF2 mediada por P62
en el modelo de CPH HepaRG y sugieren que P62 podria ser esencial para la
supervivencia de la linea HepaRG durante su diferenciacion. Dado que datos
anteriores de este trabajo demuestran que la sefializacion de insulina-IRS2 es capaz
de promover la acumulacion de P62 (Figura 36D.1y D.2) en la linea HepaRG, estos
resultados sugieren que el eje P62-NRF2 podria actuar aguas abajo de IRS2 en la

regulacion de la supervivencia de las células FGF7+.
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4.4.4 Unasobrexpresion a corto plazo de Irs2 (24h) es suficiente para

inducir la actividad de NRF2 y la expresion de FGF7 en HepaRG

Para confirmar que NRF2 es una diana directa de la sobreexpresiéon de Irs2 en
HepaRG y que su inducciéon no deriva de efectos indirectos generados por la
sobreexpresion de Irs2 a largo plazo (como el aumento en la epitelizacion) se
transfectd simultaneamente el sistema ARE-luc2P con el vector control vacio
(pcDNAZ3) o bien con el vector para la sobreexpresién de Irs2 (pcDNA3-Irs2) (Figura
39A). La sobreexpresion de Irs2 durante 24h cuatriplico la actividad de ARE-
Luciferasa respecto al control (pcDNA3) (Figura 39B) revelando a NRF2 como
nueva diana de Irs2 en HepaRG. La induccion en NRF2 ocurrié en paralelo con un
aumento significativo en el andlisis de expresion de FGF7 (Figura 39C) sugiriendo
un papel del eje IRS2-NRF2 en la subpoblacién no epitelial y productora de FGF7
descubierta en la linea HepaRG. Estos datos establecen también un nuevo modelo
de estudio a corto plazo (24h) del eje IRS2-NRF2 y de sus mecanismos de

regulacion.
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Figura 39. La sobreexpresion de Irs2 a corto plazo (24h) induce la actividad de NRF2
en HepaRG y promueve la expresion de FGF7.

(A) Diagrama representativo del procedimiento seguido al transfectar células HepaRG de dia
14 a dia 15 de la diferenciacion de la linea HepaRG para generar los datos de (B) y (C).
Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Grafica representativa de la sefial de luz
emitida por luciferasa una vez normalizada a la sefial de luz emitida por renilla tras 24h
cotransfeccion del vector pcDNAS3 vacio (control (C)) o el vector de sobreexpresion de Irs2
(pcDNA3-Irs2) con el vector Renilla y el vector ARE-luc2P reportero del Elemento de
Respuesta al Estrés oxidativo (ARE). (C) Analisis por RT-gPCR de la expresion de FGF7 tras
24h de transfeccion del vector pcDNA3 vacio (control (C)) o el vector de sobreexpresion de
Irs2 (pcDNA3-Irs2) en HepaRG. Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05 (B)
y (C) n=3 con duplicados experimentales. Para comparar medias se utilizé un andlisis Test-t
no pareado.
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4.45 Lasobreexpresion delrs2 no actla através de P62 para inducir
la actividad de NRF2 en HepaRG

Una vez demostrado que la sobreexpresion de Irs2 promueve la acumulacion de
P62, y que P62 es capaz de regular a NRF2 en HepaRG, el siguiente paso fue
evaluar si P62 media la induccién en NRF2 generada por la sobreexpresién de Irs2.
Para ello, y una vez demostrada su efectividad, se emple6 el modelo de
sobreexpresion a corto plazo de Irs2, puesto a punto en apartado anterior, en la
linea celular HepaRG sh-inducible-GFP-P62. La sobreexpresion de Irs2 se comenzo
tras 24h de induccidén del silenciamiento de P62 con el tratamiento con doxiciclina
(250 ng/mL) que se mantuvo durante las 24h posteriores de sobreexpresion de Irs2
hasta que se recogi6 la muestra (Figura 40A). El silenciamiento de P62 se mantuvo,
por tanto, durante 48h en total manteniendo las condiciones descritas en la Figura
37, que fueron suficientes para eliminar practicamente la totalidad de la proteina
P62. El silenciamiento de P62 redujo en todas las réplicas, aunque no de forma
significativa, la actividad basal de NRF2, confirmando que P62 es capaz de regular
a NRF2 en HepaRG, pero sugiriendo que la ruta no canonica no es el principal
mecanismo de induccion de NRF2 en HepaRG (Figura 40B). Curiosamente, el
silenciamiento de P62 no impidié el aumento en la actividad de NRF2 generado por
la sobreexpresién de Irs2, sino que, todo lo contrario, aumenté la capacidad de la
sobreexpresion de Irs2 para promover la actividad de NRF2 (Figura 40B). Estos
resultados demuestran que la sobreexpresion de Irs2 en HepaRG no actla a través
de P62 para promover la actividad de NRF2, sino que, la activacion de la ruta no
canodnica de NRF2 podria incluso interferir de manera negativa en el eje IRS2-NRF2.
Es posible, por tanto, que la sobreexpresion de Irs2 induzca a NRF2 a través de la
ruta candnica, mediada por el estrés oxidativo, y que la reduccién en los niveles de
actividad de SOD detectada en HepaRG Lenti-Irs2 (Figura 36C) sea simplemente
un indicativo de la eficiencia del eje IRS2-NRF2 para contrarrestar el aumento en el

estrés oxidativo.
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Figura 40.El silenciamiento de P62 (48h) en HepaRG no impide la induccién en NRF2
gue genera la sobreexpresion de Irs2 a corto plazo (24h).

(A) Diagrama del procedimiento seguido al inducir el silenciamiento de P62 con doxi
(doxiciclina) 24h antes (dia 13 de la diferenciacién de la linea HepaRG) y durante la
transfeccion de linea HepaRG de dia 14 a dia 15 para generar los datos de (B). Autoria
propia, “Created with BioRender.com”. (B) Gréfica representativa de la sefial de luz emitida
por luciferasa una vez normalizada a la sefial de luz emitida por Renilla tras 48h de
tratamiento con doxiciclina (250 ng/mL) y 24h de cotransfeccion del vector pcDNA3 vacio
(control (C)) o el vector de sobreexpresion de Irs2 (pcDNA3-Irs2) con el vector Renilla y el
vector ARE-luc2P reportero del Elemento de Respuesta al Estrés oxidativo (ARE) (n=4 con
duplicados experimentales). Para comparar medias se utilizé un analisis two way ANOVA
(Tukey’s para comparaciones multiples) (B).

4.4.6 Lasobreexpresion delIrs2 no actla através de P62 para inducir
la actividad de NRF2 en LX-2

Ante la imposibilidad de sobreexpresar de manera estable IRS2 en CEH, se empleo,
en apartados anteriores, la linea celular HepaRG Lenti-Irs2 como herramienta
alternativa para testar posibles rutas de sefializacion por las que IRS2 pudiese estar
regulando la expresion de FGF7 y la supervivencia de las células FGF7+. El estudio
transcriptomico revel6 a NRF2 como una potencial diana aguas abajo de IRS2. Una
vez confirmado el vinculo IRS2-NRF2 en HepaRG, descartado a P62 como

elemento regulador del eje y determinado que actda en paralelo con una induccion
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en la expresién de FGF7, se continud con el estudio en la linea celular LX-2. En
primer lugar, se comprobé la existencia del eje IRS2-NRF2 descrito en HepaRG y
se evalué6 el posible papel de P62 en el mismo. Para ello, se generd una linea
estable con silenciamiento inducible de P62 en LX-2. El tratamiento durante 48h con
doxiciclina indujo el silenciamiento de P62 en el 47.27% de las células vivas en base
a la sefial del GFP reportero detectada por citometria (Figura 14B) y gener6 una
reduccion del 60% en los niveles proteicos de P62 detectados por western blot
(Figura 41A). Replicando el procedimiento llevado a cabo con HepaRG sh-
inducible-GFP-P62 (Figura 40A), la sobreexpresion de Irs2 en LX-2 increment6 10
veces la actividad de NRF2 (deteccion de ARE-Luciferasa) respecto al control
(Figura 41B). En concordancia con los datos obtenidos en HepaRG sh-inducible-
GFP-P62, el silenciamiento de P62 no impidio la inducciéon en NRF2 provocada por
la sobreexpresion de Irs2 (Figura 41B) descartando definitivamente a P62 como
mediador del novedoso vinculo entre Irs2 y NRF2. Estos datos confirman que la
sobreexpresion de Irs2 induce la actividad de NRF2 en el CEH (poblacion
productora de FGF7) y demuestran que lo hace de manera independiente a la ruta
no candnica mediada por P62 sugiriendo que IRS2 induce la actividad de NRF2 a

través de la ruta candénica mediada por un aumento en estrés oxidativo.
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Figura 41. La sobrexpresion de Irs2 a corto plazo (24h) induce la actividad de NRF2 en
LX-2 de manera independiente a P62.
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Continuacion Figura 41: (A) Andlisis por western blot de las proteinas indicadas a partir de
extractos proteicos totales procedentes de células control LX-2 Lenti-inducible sh-P62-GFP
(-doxiciclina) y tratadas durante 48h con doxiciclina (+doxiciclina) 500 ng/mL. (B) Grafica
representativa de la sefial de luz emitida por luciferasa una vez normalizada a la sefial de luz
emitida por renilla 24h después de la cotransfeccion del vector pcDNA3 vacio (control (C)) o
el vector de sobreexpresion de Irs2 (pcDNA3-Irs2) con el vector Renilla y el vector ARE-luc2P
reportero del Elemento de Respuesta al Estrés oxidativo (ARE) en LX-2 Lenti-Inducible sh-
P62-GFP (n=3 con duplicados experimentales). Para comparar medias se utilizé un analisis
two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples) (B).

4.4.7 El eje Irs2-NRF2 promueve en LX-2 la expresion de los genes
asociados con laremodelacion de la ECM FGF7 y SERPINE1

En piel, la activacion de NRF2 en fibroblastos induce la expresion de diferentes
genes remodeladores de la matriz extracelular, como SERPINEL, resultando en una
ECM alterada. La remodelacién en la ECM de la que forma parte SERPINEL es
interpretada como una sefal de reprogramaciéon celular por las células vecinas
resultando en una reduccién los niveles de colagenos y en la induccién de un
fenotipo de secrecién asociado a senescencia (SASP) que promueve la expresion
de citoquinas involucradas en la reparacion de herida como FGF7 e interleucina 6
(ILB). El papel de SERPINE1 aguas abajo de NRF2 en fibroblastos resulta crucial
para activar el programa de senescencia [244]. El mecanismo descrito en
fibroblastos de piel muestra una gran similitud con el proceso de reversion
fibrogénica de las CEH que reduce también la expresion de colagenos, induce la
expresion de FGF7 y la reparacion epitelial, y culmina, entre otros, con la activacion
de un programa de senescencia [284][285]. El objetivo del presente apartado fue
testar la capacidad del eje IRS2-NRF2 para regular al elemento a SERPINELl y la
remodelacion de la ECM por su potencial como mecanismo regulador de la
inactivacién/reversion fibrogénica y de la expresién de FGF7 en las CEH. Para
evaluar si el eje IRS2-NRF2 induce la remodelacion de la ECM en CEH se
cotransfectd a la linea celular LX-2 durante 24h con los vectores plasmidicos
pcDNA3 (control)/pcDNA3-Irs2 (sobreexpresion de Irs2) y con el vector ARN
pequefio de interferencia control (siscram) o silenciador de NRF2 (SiNRF2). El
silenciamiento de NRF2 se realiz6 durante las 24h previas a la transfeccion con
pcDNAS3 (control)/pcDNA3-Irs2 (sobreexpresion de Irs2) y se mantuvo durante las
24h siguientes hasta la recogida (Figura 42A, Figura 43A) observandose no solo

una reduccién significativa en el andlisis de expresion de NRF2 sino también una
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represion en su actividad evidenciada por una disminuciéon en el andlisis de

expresion de NQO1, una de sus principales dianas (Figura 42B).
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Figura 42. Eficiencia del silenciamiento de NRF2 (48h) y de la sobreexpresion de Irs2
(24h) a corto plazo en LX2.

(A) Diagrama del procedimiento seguido al transfectar LX-2 para generar los datos de (B).
Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Analisis por RT-gPCR de la expresion de
los genes indicados tras co-transfectar el vector control (C), pcDNA3, o el de sobreexpresion
de Irs2, pcDNA3-Irs2 (Irs2), junto con el vector ARN pequefio de interferencia contra NRF2
(siNRF2) para inducir el silenciamiento de NRF2 o con el vector ARN pequefio de
interferencia control (siscram) (n=3 con duplicados experimentales). Los datos representan
la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis two way ANOVA
(Tukey’s para comparaciones multiples) (B).

La sobreexpresion durante 24h de Irs2 generé una induccién significativa en el
andlisis de la expresion tanto de SERPINE1 como de FGF7 (Figura 43B) que, en

ambos casos, quedo reprimida por el silenciamiento de NRF2 (Figura 43B). El
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analisis de expresion de IL6 también mostré una fuerte induccién tras la
sobreexpresion de Irs2 que no se vio afectado por el silenciamiento de NRF2
(Figura 43B). Estos datos demuestran que Irs2 actla aguas arriba de NRF2 en LX-
2 para promover cambios en la ECM sugiriendo un nuevo mecanismo de accion por
el que la sobreexpresién de Irs2 podria regular la reversién fibrogénica-FGF7 en LX-
2 a través de la reprogramacion celular dirigida por la ECM aguas abajo de NRF2-
SERPINEL. Este mecanismo, a pesar de presentar una gran similitud con el descrito
en fibroblastos presentaria caracteristicas especificas de tejido como la regulacién

de IL6 que, en CEH, a pesar de estar inducida por Irs2, es independiente de NRF2.
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Figura 43. La sobreexpresion de Irs2 (24h) a corto plazo actla a través de NRF2 en LX-
2 para promover la expresion de los genes asociados con la remodelacion de la ECM
SERPINEl y FGF7 y de manera independiente a NRF2 para inducir la expresion en IL6.
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Continuacion Figura 43: (A) Diagrama del procedimiento seguido al transfectar LX-2 para
generar los datos de (B). Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Andlisis por RT-
gPCR de expresion de los genes indicados tras co-transfectar el vector control (C), pcDNA3,
o el de sobreexpresion de Irs2, pcDNA3-Irs2 (Irs2), junto con el vector ARN pequefio de
interferencia contra NRF2 (siNRF2) para inducir el silenciamiento de NRF2 o con el vector
ARN pequefio de interferencia control (siscram) (n=3 con duplicados experimentales). Los
datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias se utilizé un
andlisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones mdltiples) (B).

4.4.8 La sobreexpresion de Irs2 a corto plazo (24h) es insuficiente
para provocar la reversion fibrogénica en la linea LX-2

La finalidad del presente apartado fue evaluar la capacidad del eje Irs2-NRF2 -
SERPINEL para inducir la reversién de LX-2. El proceso de reversion es muy
complejo y resulta en una gran multitud de cambios que se ven reflejados a nivel
morfolégico y de expresion génica. Dado que la sobrexpresion durante 24h fue
suficiente para inducir FGF7 y SERPINE1, se comparé el fenotipo morfolégico y de
expresion génica generado por la sobreexpresion de Irs2 durante 24h con el
generado por la inhibicion de la activacion que experimentan las CEH tras la

inhibicién farmacoldgica de la autofagia con 3-MA. Para ello empleé la linea LX-2.

4.48.1 La activacion del eje Irs2-NRF2 en CEH a corto plazo (24h) es
insuficiente para inducir la morfologia caracteristica que provoca la

reversion fibrogénica

En su estado quiescente las CEH presentan morfologia elongada, con forma de
“estrella” y con un citoplasma retraido que se extiende en forma de ramificaciones
dendriticas hasta rodear a las células vecinas [286][121]. En presencia de dafio
hepético, las CEH quiescentes se activan experimentando un cambio dramético en
su morfologia que se convierte en plana y poligonal otorgandoles la capacidad de
contraerse y proliferar [121][287][288]. Cuando finaliza el dafio, las CEH activadas
experimentan una reversion del fenotipo activado y adquieren una morfologia muy
similar a la quiescente original “estrellada” [289][126][290]. Curiosamente, la
interaccién de las CEH con los componentes de la ECM ha sido descrita como
crucial para definir su morfologia [291][287][292]. Dado que la linea LX-2 en estado
basal se encuentra activada, se empleo el andlisis de la morfologia de las CEH tras

la sobreexpresion de Irs2 y el tratamiento con 3-MA (de manera independiente y
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conjunta) como indicador del efecto en la reversién de las CEH desde su estado
activado a estado “quiescente”. Para sobreexpresar Irs2 se empleé el sistema de
transfeccion durante 24h descrito en el apartado anterior. Para evaluar Unicamente
la morfologia de las células positivas para la transfeccion y, por tanto, para la
sobreexpresion de Irs2, se co-transfectaron el vector pcDNA3 (control) o el vector
de sobreexpresion de Irs2 (pcDNA3-Irs2) con un vector reportero-GFP (pcdna-
EGFP) y se evalué Unicamente la morfologia de las células EGFP+. El bloqueo
farmacoldgico de la autofagia con 3-MA durante 24h fue suficiente para revertir la
morfologia de LX-2 hacia una morfologia “quiescente” observandose tanto en las
imagenes de contraste de fases como en las imagenes de fluorescencia, la
transicion desde una morfologia poligonal y aplanada, observada en el control, a
una morfologia con largas prolongaciones del citoplasma en forma de estrella tras
el tratamiento con 3-MA (Figura 44A) que duplicé la longitud de las células
analizadas con respecto al control (Figura 44B). La sobreexpresion de Irs2 no
afectd a la longitud de las células LX-2 (Figura 44B) pero aument6 el nimero de
células EGFP+ por campo (Figura 44C) sugiriendo que la sobreexpresion de Irs2
promueve o bien la proliferacion o bien la supervivencia de la linea LX-2. La
sobrexpresion de Irs2 durante el tratamiento con 3-MA no alter6 la
transdiferenciacion hasta la morfologia quiescente promovida por 3-MA (Figura
44B). Sin embargo, el tratamiento con 3-MA fue suficiente para reprimir el aumento
en el nimero de células EGFP+ por campo generado por la sobreexpresion de Irs2
(Figura 44C) sugiriendo que la capacidad de la sobreexpresién Irs2 para promover
la supervivencia/proliferacion de LX-2 desaparece una vez se completa su reversién
fibrogénica. Estos resultados demostraron por primera vez que la reversion
fibrogénica de la linea LX-2 generada por el tratamiento con 3-MA (10 mM) durante
24h queda reflejada en la morfologia de las células LX-2 estableciendo un
parametro visual de comparacién entre células activadas y revertidas. En base a
este parametro concluimos que la sobreexpresion de Irs2 no induce a corto plazo
(24h) una morfologia caracteristica de las etapas finales del proceso de reversion a

estado quiescente en la linea celular LX-2.
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Figura 44. La sobreexpresion de Irs2 a corto plazo (24h) en LX-2 no genera una
morfologia caracteristica de CEH quiescentes/revertidas, pero aumenta el nimero de
células/campo.

(A) Iméagenes representativas de contraste de fases y fluorescencia confocal (proyeccion
maxima) del efecto generado en la morfologia de las CEH activadas por la sobreexpresion
de Irs2 y el tratamiento con 3-MA, de manera independiente y conjunta durante 24h. Para
identificar las células que incorporaron los plasmidos pcDNA3 (control) o pcDNA3-Irs2
(sobreexpresién de Irs2) se cotransfectd con un vector reportero pcdna-EGFP (control)
(transfectadas). (B y C) Cuantificacion de la longitud y del nimero de cél. (células) /campo
“transfectadas” (EGFP+) en las condiciones descritas en (A) con el software IN cell analyser
2200 tomando longitud como la medida en uM de la linea recta entre los dos extremos mas
alejados de la extension total de la célula (n=4, con un total de 120 imagenes (20X) analizadas
por condicién). Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar medias
se utilizé un analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples) (B).
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4.48.2 La huella de expresion generada por la sobreexpresion de Irs2 a
corto plazo (24h) difiere de la generada por la reversion fibrogénica

inducida por el tratamiento con 3-MA en lalinea LX-2

El bloqueo farmacoldgico de la autofagia con 3-MA durante 24h gener6 un aumento
dependiente de dosis (5, 10,15 mM) del marcador de senescencia P53, y de la
proteina anti-apoptoética de choque térmico HSPALb, previamente identificada como
marcador de inactivacién y que participa en la supervivencia de las CEH [126], a la
vez que disminuyé también de manera dependiente de dosis los niveles de
expresiéon del marcador de fibrosis COL1A1 evidenciando una correcta reversion
fibrogénica por el tratamiento con 3-MA (Figura 45). La sobreexpresién de Irs2
impidié el aumento en P53 generado por el blogqueo en la autofagia y aumenté a
nivel basal los niveles de expresion del marcador de supervivencia HSPA1b (Figura
45) sustentando el papel de IRS2 como inductor de la supervivencia en LX-2 en

estado de reversion.
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Figura 45. La sobreexpresion de Irs2 a corto plazo (24h) reprime la induccion en P53
generada por la reversion fibrogénica de la linea celular LX-2 con 3-MA.

Analisis por RT-gPCR del efecto generado en la expresion de los genes indicados por la
transfeccion con el vector pcDNA3 (control) o pcDNA3-Irs2 (sobreexpresion de Irs2) y por el
tratamiento con 3-MA, de manera independiente y conjunta durante 24h (n=3 con duplicados
experimentales). Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. En el analisis
estadistico no se consideraron las condiciones 5 mM y 15 mM de 3-MA por no disponer de
su equivalente con sobreexpresion de Irs2.Para comparar medias se utilizé un analisis two
way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples) (A) y (B).

La sobreexpresion de Irs2 y el tratamiento con 3-MA generaron, por separado, un
incremento en el andlisis de expresion de FGF7 (Figura 46A.1). La sobreexpresion

de Irs2 durante el tratamiento con 3-MA dio lugar a una sinergia que incremento 2.6
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veces la expresion de FGF7 respecto a la induccién generada en ambos
tratamientos individuales demostrando un efecto complementario entre la
sobreexpresion de Irs2 y el bloqueo de la autofagia en el aumento de los niveles de
expresion de FGF7 (Figura 46A.1) posiblemente debido, en parte, al aumento de la
supervivencia de las CEH FGF7+ por la sobreexpresion de Irs2 durante la reversion
fibrogénica generada por el 3-MA. El bloqueo en la autofagia con 3-MA generd una
represién en la induccién del analisis de expresién de SERPINE1 producido por la
sobreexpresion de Irs2 (Figura 46A.2) sugiriendo que, o bien es necesario un flujo
autofagico activado aguas abajo del eje IRS2-NRF2 para inducir la expresién de
SERPINE1 o bien la expresion de SERPINE1 se ve reducida en las etapas
avanzadas del proceso de reversion a estado quiescente a las que se
transdiferencia la linea LX-2 tras 24h de tratamiento con 3-MA. La sobreexpresién
de Irs2 incrementd 7 veces los niveles de expresion de IL6 y no mostré sinergia con
el tratamiento de 3-MA que, por su parte, también generd un incremento modesto
en la induccién de IL6, sugiriendo que ambos mecanismos actian de manera
conjunta para regular a IL6 (Figura 46A.3). La inhibicién de la autofagia no alteré la
actividad de NRF2 en ninguna de las dosis estudiadas, ni tampoco intervino en la
induccion en la actividad de NRF2 que genera la sobreexpresion de Irs2,
demostrando que la induccion en FGF7 generada por 3-MA es independiente del
eje IRS2-NRF2 (Figura 46B). Estos datos involucran a los genes asociados con la
remodelacion de la ECM, FGF7 y SERPINEL, dianas del eje IRS2-NRF2, asi como
a IL6, en el proceso de reversion fibrogénica de LX-2 y en conjunto con el andlisis
morfolégico, demuestran que el eje IRS2-NRF2 no induce a corto plazo la reversién
fibrogénica de LX-2 pero si actlia durante la misma (en sinergia con 3-MA) para
favorecer la expresion de FGF7 posiblemente, en parte, mediante su papel como

inductor de la supervivencia en células FGF7+.
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Figura 46. La reversién fibrogénica de LX-2 generada por el tratamiento con 3-MA
modula la expresion de FGF7, SERPINE1L e IL6 de manera complementaria al eje Irs2-
NRF2.

(A1,2,3) Andlisis por RT-gPCR de la expresion de FGF7, SERPINEL1 e IL6 tras la transfeccién
con el plasmido pcDNA3 (control) o pcDNA3-Irs2 (sobreexpresion de Irs2) y el tratamiento
con 3-MA, de manera independiente y conjunta, durante 24h (n=3 con duplicados
experimentales). (B) Gréfica representativa de la sefial de luz emitida por luciferasa una vez
normalizada a la sefial de luz emitida por renilla tras la cotransfeccion (24h) del vector
pcDNA3 o pcDNAS3-Irs2 con el vector Renilla y el vector ARE-luc2P reportero del Elemento
de Respuesta al Estrés oxidativo (ARE) (n=3 con duplicados experimentales). Los datos
representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. En el andlisis estadistico no se consideraron
las condiciones 5 mM y 15 mM de 3-MA por no disponer de su equivalente con
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Continuacion Figura 46: sobreexpresion de Irs2. Para comparar medias se utilizé un andlisis
two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples) (A) y (B).

4.4.9 El ejeIrs2-NRF2-SERPINEL actua en los primeros estadios de la

reversion fibrogénica de LX-2

En base a los resultados del apartado anterior, el aumento en la expresion de
SERPINEL1 es distintivo del fenotipo promovido por la sobreexpresion de Irs2 en LX-
2, marcando un patron opuesto al adquirido en LX-2 por la inhibicién de su activacién
con 3-MA, al igual que ocurre con la morfologia. Estos resultados podrian sugerir
gue el eje Irs2-NRF2-SERPINE1 induce un proceso opuesto a la reversion
fibrogénica en linea celular LX-2. Sin embargo, resultados previos de este trabajo
demuestran que la expresién de IRS2 resulta esencial a largo plazo para lareversion
fibrogénica de LX-2 durante el cocultivo con HepaRG. Esta contraposicién podria
explicarse por el hecho de que la reversion fibrogénica de las CEH es un proceso
dinamico. El tratamiento con 3-MA inhibe de manera farmacoldgica e inmediata la
activacién de las CEH por lo que refleja, en tan solo 24h de tratamiento, el patron
de expresion caracteristico de las etapas finales de la reversion fibrogénica. En el
modelo de cocultivo, sin embargo, las células LX-2 experimentan una reversion
fibrogénica progresiva, de manera que el aumento en FGF7 detectado en tan solo
24h tras el tratamiento con 3-MA, aparece tras 14 dias de cocultivo. Por ello se
volvi6 al modelo del cocultivo de HepaRG con LX-2 sh-luc (control)/sh-IRS2
(silenciamiento de IRS2) para evaluar la evolucién de la expresion de SERPINE1
aguas abajo de IRS2 a lo largo de la reversion fibrogénica de LX-2 (Figura 47A).
También se evaluo la expresion del marcador de proliferacion KI67. El analisis de la
expresion mostré una gran induccion de SERPINEL en las etapas méas tempranas
de la reversion de LX-2 control (sh-luciferasa) que se vio totalmente reprimida en el
cocultivo con silenciamiento de IRS2 en LX-2 (LX-2 sh-IRS2) (Figura 47B). El
avance de la reversion fibrogénica en LX-2 sh-luciferasa coincidié con una reduccion
significativa de los niveles de proliferacién evidenciada por la reduccion en la
expresién de KI67 que se mantuvo reducida a lo largo de las etapas posteriores del
cocultivo (Figura 47B). Por el contrario, el silenciamiento de IRS2 durante el
cocultivo impidié la represion mantenida del marcador de proliferacion K167, que,
aunque se redujo a dia 2 aumentd de manera progresiva hasta rescatar los niveles

originales a dia 14 evidenciando el defecto en la reversion fibrogénica que
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experimentan LX-2 sh-IRS2 durante el cocultivo con HepaRG (Figura 47B). En
coherencia con el patron observado tras el tratamiento durante 24h con 3-MA
(Figura 46), el avance de la reversion fibrogénica también redujo significativamente
la induccion en el andlisis de expresion de SERPINE1 mediada por IRS2 en el
cocultivo con LX-2 sh-luciferasa, que en dias posteriores (dia 6,10 y 14) no presentd
diferencias significativas con los valores detectados en el cocultivo con LX-2 sh-
IRS2 (Figura 47B). Estos datos confirman que el eje Irs2-NRF2-SERPINE1 actia
en etapas iniciales de la reversion fibrogénica y que se inactiva a medida que la
linea celular LX-2 completa su reversion explicando el fenotipo opuesto al generado
por el tratamiento con 3-MA (Figura 44, Figura 45, Figura 46) que, en contra, recrea
las etapas finales de la reversion. El defecto en la induccion temprana de SERPINE1
en el cocultivo con LX-2 sh-IRS2 impediria la reprogramacion celular dirigida por la
ECM, pudiendo explicar, junto con el fallo en la supervivencia, la reversion
fibrogénica impedida en el cocultivo con LX-2 sh-IRS2.
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Figura 47. La expresién de IRS2 en LX-2 en cocultivo con HepaRG es esencial para la
induccion de SERPINEL en las primeras etapas de lareversion fibrogénicay para frenar
la proliferacion (expresion de KI67) en las etapas posteriores.

(A) Modelo representativo del procedimiento empleado en B para evaluar el efecto del
silenciamiento de IRS2 en LX-2 (LX-2 sh-IRS2) en la expresion del integrante y modulador
de la ECM SERPINEL1 y el marcador de proliferacion KI67 durante el cocultivo con HepaRG.
Autoria propia, “Created with BioRender.com”. (B) Analisis por RT-gPCR de la expresion de
SERPINE1 y KI67 a lo largo del tiempo (dia 2,6,10 y 14) del cocultivo de HepaRG con LX-2
control (LX-2 sh-luc) y con silenciamiento de IRS2 (LX-2 sh-IRS2) n=3 con duplicados
experimentales. Los datos representan la media + SEM. *p-valor < 0,05. Para comparar
medias se utilizé un analisis two way ANOVA (Tukey’s para comparaciones multiples)
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Los resultados del bloque 3 y 4 demuestran que la expresién de IRS2, aunque no
induce a corto plazo (24h) la reversién fibrogénica de las CEH, participa en el
proceso, desempefiando un papel preliminar que implica una induccién en la
actividad de NRF2, independiente de P62, y posiblemente mediado por un
incremento en las ROS. La expresion de IRS2 favorece a la poblacién de LX-2
FGF7+ por varias vias que podrian estar interconectadas: (1) evitando la apoptosis
(reduccion de caspasa 3 escindida) de la poblacion FGF7+ y (2) alterando a través
de NRF2 diferentes elementos asociados a la ECM como SERPINE1 o FGF7.
Vinculando estos datos con los obtenidos en los bloques 1 y 2, al permitir la
produccion de FGF7 por parte de la poblacion de CEH, IRS2 potencia el bucle de
induccion positiva por el que FGF7 promueve la expresion de FGFR2b en la
poblacién de CPH y con ello su propia sensibilidad que resulta necesaria para la

epitelizacion (Figura 48).
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Figura 48. Modelo esquematico del papel de IRS2 en el nicho de CPH.

La expresién de IRS2 favorece la produccion de FGF7 en el nicho (1) promoviendo la
supervivencia de las CEH durante su reversion, en la que aumentan los niveles de FGF7 y
(2) induciendo a través de NRF2-SERPINEL el remodelaje de la ECM durante la reversion
fibrogénica de las CEH. Al permitir la induccion de FGF7, IRS2 favorece el bucle de induccion
mediante el que FGF7 induce la expresién de FGFR2b y sostiene la epitelizacion de las CPH.
Esc=escindida. Autoria propia, “Created with BioRender.com”.
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Discusion

La expresién de Fgfr2b, el Unico receptor diana de Fgf7 en higado [293], se ha visto
fuertemente inducida durante el dafio crénico en la regidn periportal, en concreto en
células positivas para marcadores como A6, el antigeno comun de células ovales y
biliares, o HNF4a, caracteristicos de CPH epiteliales [201]. La sefalizaciéon de Fgf7
a través de Fgfr2b es crucial para la regeneracion tras el dafio hepatico [197] [294].
La estimulacion in vivo durante el dafio crénico con Fgf7rr mostré una respuesta
impedida en ratones Irs2-/-, sugiriendo que éstos padecen un defecto en la
induccion de Fgfr2b en CO que posteriormente se confirmé in vitro. Empleando el
modelo humano de células progenitoras HepaRG con silenciamiento estable de
IRS2 se demostré que la insulinay FGF7 cooperan a través de IRS2 para promover
la expresion de osteopontina/SPP1 y la diferenciacién mediada por la respuesta a
FGFR2b en CPH. El mecanismo mediante el que IRS2 regula la respuesta de
FGFR2b a FGF7 sigue siendo desconocido. Estudios previos establecen un vinculo
entre los ligandos de Fgfr2b y la ruta Pi3k-Akt, una de los principales efectores de
insulina-Igf-1 reclutados por Irs2. La inhibicion de Pi3k-Akt impide la induccion de la
expansion en células progenitoras epiteliales A6+ mediada por Fgf10 [201] y reprime
la morfogénesis de las glandulas salivares mediada por Fgf7 [295] sugiriendo que
la sefalizacion Irs2-Pi3k-Akt podria actuar aguas abajo de Fgfr2b para mediar la

respuesta a sus ligandos en CPH.

Mediante la induccion de la respuesta a FGF7 en HepaRG con dos sistemas
diferentes, el tratamiento con FGF7rh y el cocultivo con LX-2, este trabajo revela un
novedoso bucle de induccién por el que el ligando FGF7 promueve de manera
dependiente a la sefializacién de insulina-IRS2 la expresién de su receptor FGFR2b
a través del aumento que genera en la epitelizacion. La existencia de un bucle de

induccion positiva entre Fgfl0 y Fgfr2b ha sido descrita anteriormente en el contexto
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de morfogénesis, en concreto durante la proliferacion epitelial de las glandulas
submandibulares [295] y en tumores malignos en los que la expresién de Fgfr2b
mediada por Fgf7 parece actuar como supresora de tumores por promover la
diferenciacion epitelial [155][296], pero no ha sido reportada anteriormente en
contexto de regeneracion. EI modelo murino Irs2-/- presenta, durante el dafio
hepatico cronico, un defecto en la induccién tanto de Fgfr2b como de Fgf7. El
descubrimiento del bucle de induccién positiva Fgf7-Fgfr2b podria sefialar a la falta
de induccidn en Fgf7 como causante del fallo del defecto en Fgfr2b observado tras
el silenciamiento de Irs2 tanto in vitro como in vivo. Reforzando esta hipétesis,
nuestros datos demuestran que el patrén de expresion de IRS2 en la linea HepaRG
coincide con el de FGF7 y es opuesto al de FGFR2b, demostrando que la
sefializacion de insulina-IRS2 potencia de manera indirecta la expresién de FGFR2b
en CPH por promover la expresion de FGF7 en el nicho que activa el bucle de
induccion positiva de FGFR2b. En contraposicion, el tratamiento con FGF7rh no
rescato el defecto en la respuesta a FGF7 a través de FGFR2b en HepaRG sh-IRS2
por lo que no se puede descartar que parte del defecto en la respuesta de FGFR2b
a FGF7 durante el silenciamiento de IRS2 derive de la intervencion de IRS2 en la
cascada de sefializacion aguas abajo de FGFR2b o de un defecto “cronico” en la
epitelizacion de los cultivos de HepaRG sh-IRS2 que reprime la expresion de
FGFR2b impidiendo el bucle de induccién positiva FGF7-FGFR2b y agravando la

falta de respuesta a FGF7.

Nuestros datos evidencian por tanto que la sefializacion de insulina-Irs2 es crucial
para la sensibilidad de las CPH no solo a FGF7, sino también a otros ligandos de
FGFR2b como FGF22 o FGF10 [201], explicando, por otro lado, por qué la linea
HepaRG, extensamente empleada como modelo de diferenciacién in vitro [297]
[298], requiere de insulina-IRS2 para la formacién de islas de hepatocitos que se
generan a través de un proceso de diferenciacion y epitelizacion desde CPH hasta

hepatocitos [268] que en este trabajo describimos como dependiente de FGFs.

La SPP1/OPN es una proteina secretada de caracter multifuncional que ha sido
establecida en higado como un regulador critico de procesos celulares implicados
en condiciones patolégicas como la migracion celular, proliferacion, metastasis o

fibrosis [299]. En concreto, durante la regeneracion celular, SPP1 ha emergido como
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biomarcador de células progenitoras hepaticas y al igual que FGF7 ha sido descrita
como imprescindible para el proceso de reaccion ductular [300][301][302]. EIl
silenciamiento de SPP1 in vivo reprime la expansion de CO durante el dafio crénico
generado con tioacetamida [303] y modifica el “secretoma de CPH” impidiendo que
éstas activen la respuesta fibrotica de las CEH [302]. Resultados previos del
laboratorio demuestran que el silenciamiento de Irs2 reduce la expansién de células
Sppl+ in vivo e impide la expresion de SPP1 en la linea HepaRG in vitro [275]. En
este trabajo se establece a SPP1 como una potencial diana de la respuesta a FGF7
en CPH sugiriendo que el defecto en Spp1 durante el silenciamiento de IRS2 podria
estar generado por la falta de respuesta a FGF7 e incluso que el fallo de induccién
en SPP1 podria estar involucrado en el defecto en la epitelizacién observado en
ausencia de FGF7. El vinculo entre FGFs y SPP1 ha sido reportado anteriormente
en fibras de musculo liso en las que la activacion de FGFR1 en respuesta a FGF1
genera un incremento en la expresion de SPP1 que posteriormente activa la via
Src/MEK/MAP [304]. Nuestros datos, son los primeros en demostrar un papel de
FGF7 en la regulacién de SPP1 en higado, y mas importante, en establecer que
ocurre de manera dependiente a la sefializacion de insulina-IRS2. Cabe mencionar
gue nuestros datos preliminares indican que el tratamiento con SPP1r no rescata la
diferenciacion en HepaRG sh-IRS2, ni tampoco induce activacion en las CEH (datos
no incluidos). Sin embargo, por ser la SPP1 una molécula que consta de isoformas
intracelulares y extracelulares/solubles [305], ya se han reportado casos en los que
el tratamiento con SPP1r (extracelular) no deriva en el mismo fenotipo que el
aumento en la expresion intracelular de SPP1 [306]. Futuros experimentos dirigidos,
por tanto, a reprimir o a sobreexpresar SPP1 en HepaRG intracelular seran
necesarios para determinar el papel de SPP1 aguas abajo de la respuesta a FGF7
dependiente de IRS2 en CPH.

Desentrafiar y replicar la comunicacion heterotipica que dirige la regeneracion de
6rganos es uno de los grandes retos biolégicos actuales. En los Ultimos afios se ha
dedicado un gran esfuerzo al desarrollo de modelos in vitro de higado como cultivos
2D, organoides o agregados 3D con capacidad para reproducir la arquitectura del
tejido y las interacciones/comunicacién entre los diferentes tipos de células [307].

Durante este trabajo se ha puesto a punto un modelo 2D humano de cocultivo de
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CPH (HepaRG) y CEH (LX-2 y CEHp) con el que se ha conseguido recrear en tan
solo 48h la comunicacién heterotipica entre ambas poblaciones a través de FGF7.
Uno de los aspectos destacables de este sistema de cocultivo es la necesidad de
contacto directo entre ambas poblaciones. La ineficiencia del medio condicionado
por CEH para mediar la comunicacion paracrina a través de FGF7 podria deberse
al efecto de los proteoglicanos heparan sulfato que retienen a la glicoproteina FGF7
secuestrada en la ECM e impiden su liberacién al medio condicionado [308]. A su
vez, un estudio reciente ha demostrado que durante el dafio hepatico crénico existe
una subpoblacion de células mesenquimales (SCA1+), integrada por CEH, FP y
células vasculares de musculo liso, que expresan una huella proregenerativa de
factores de crecimiento como FGF7. Esta subpoblacion mesenquimal SCA1+ se
dispone adyacente a las CPH para promover o arrestar la proliferacion de las CPH
de manera dependiente al contacto celular [309] demostrando que la localizacién
celular y el contacto entre CPH y CEH importa, al igual que indican nuestros datos.

Una de las posibles limitaciones del sistema de cocultivo desarrollado es que recrea
las interacciones entre HepaRG y CEH en un sistema 2D que pierde parte de la
arquitectura del tejido con respecto a los modelos 3D. Sin embargo, el cocultivo
directo y a largo plazo (14 dias) de HepaRG y CEH ha sido ya llevado a cabo en
esferoides 3D y resultd precisamente en el mismo fenotipo que se ha descrito en
este trabajo empleando el modelo 2D a largo plazo, es decir, en una reversién
espontanea de las CEH hacia un fenotipo quiescente y en un aumento en la
diferenciacion de HepaRG evidenciado por el incremento en la expresién de
marcadores hepatociticos [310]. La capacidad del modelo 2-D desarrollado para
modelar la fibrosis hepatica y obtener los mismos resultados que con un modelo 3-
D, de mayor complejidad, le otorga robustez tanto a las conclusiones obtenidas
como al modelo generado que, por otra parte, presenta un protocolo mas accesible

por no requerir de procedimientos complejos como el cultivo en agitacion.

Durante la reversion fibrogénica las CEH activadas experimentan una salida del
ciclo celular adquiriendo un fenotipo inactivado en el que se asemejan de nuevo a
CEH quiescentes y que, en gran parte de las CEH, concluye en apoptosis o
senescencia [128][126] permitiendo asi la regresion fibrogénica y la reparacion del

tejido epitelial funcional. En humanos y roedores, las CEH son la principal fuente de
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FGF7 [199]. Hasta el momento se consideraba que la induccién en la produccién de
FGF7 por parte de las CEH ocurria en paralelo con la activacion fibrogénica que
experimentan las CEH en presencia de un dafio [199]. No obstante, nuestros datos
evidencian una correlacion entre FGF7 y la muerte celular in vivo, asi como un
aumento in vitro en la produccién de FGF7 por parte de las CEH tras el arresto
celular (generado por el tratamiento con mitocina C) o la inhibicién de su activacion
(generada por el tratamiento con 3-MA), tres procesos que se asemejan mucho mas
a la reversion fibrogénica de las CEH, que a su estado de activacion. Dado que la
regulacion de la expresiéon de FGF7 por parte de las CEH es, en gran parte, todavia
desconocida, este trabajo plantea la hipotesis de que es la reversion fibrogénica, en
lugar de la activacion de las CEH, la que promueve la expresién de FGF7 siendo
IRS2 critico para supervivencia de las CEH durante la reversion fibrogénica y por
tanto para la expresion de FGF7. En concordancia con esta hipétesis, los resultados
de esta investigacion demuestran que el silenciamiento de IRS2 reduce la
supervivencia de la sub-poblacion de CEH FGF7+ in vivo e in vitro, a la vez que
impide la reversion fibrogénica in vitro durante el cocultivo de HepaRG-LX2.
Asimismo, la sobreexpresién de Irs2 durante la reversién fibrogénica que
experimenta la linea LX-2 por el tratamiento con 3-MA, aumenta de manera
aberrante la expresion de FGF7 y del marcador de supervivencia HSPAlb y
previene la induccién en la expresién del marcador de senescencia P53 que ocurre
durante el arresto del ciclo celular y que acelera la eliminacién de las CEH por el
sistema inmune [284] [311] . Los resultados del presente trabajo revelan un nuevo
mecanismo por el que IRS2 actuaria para sustentar la supervivencia de las CEH
durante su reversion, permitiendo de este modo la reversion fibrogénica y
potenciando/prolongando la induccién en la produccién de FGF7 que ocurre durante
la misma, favoreciendo al bucle de induccién positiva de FGFR2b que promueve la
comunicacion heterotipica entre CEH y CPH y que media la respuesta epitelial a
FGF7.

Respecto al estimulo que induce la reversién fibrogénica espontanea de la linea LX-
2 sh-luciferasa (control) durante el cocultivo con la linea HepaRG, ya se ha
demostrado que las sefiales de IGF-1 producidas, entre otros, por las células

hepatociticas, actian sobre las CEH para inducir su senescencia (uno de los
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procesos caracteristicos de la inactivacion) de manera paracrina [312]. Dado que
IGF-1, homologo de insulina, sefializa a través de IRS2, es posible que el
silenciamiento de IRS2 impida la respuesta a IGF-1 y con ello la reversion
fibrogénica de la linea LX-2 sh-IRS2 en el cocultivo con HepaRG. El hecho de que
el IGF-1, y no la insulina, module el papel de IRS2 en la reversion fibrogénica de las
CEH explicaria, por otro lado, la ausencia de efecto en la expresion de marcadores
de fibrosis tras remover la insulina del medio durante el cocultivo de LX-2 — HepaRG.
El modelo de ratén deficiente de Igf-1 en higado desarrolla, al igual que el modelo
Irs2-/-, resistencia a la insulina [80] y presenta niveles alterados de genes fibréticos
[313]. En pacientes, la deficiencia de IGF-1 es una caracteristica comun en
enfermedades como EHGNA/EHNA [314] y cirrosis [315] [316], patologias
originadas por un exceso de fibrosis. Para confirmar esta hipétesis sera necesario
comparar el efecto del tratamiento con IGF-1 recombinante en la reversion
fibrogénica de las lineas celulares LX-2 sh-luciferasa/sh-IRS2. También es posible
que el estimulo de reversién sea independiente a la sefializacion mediada por IRS2
y que el defecto en la reversién fibrogénica observado en la el cocultivo con la linea
LX-2 sh-IRS2 derive de la reduccion en la supervivencia que experimentan las LX-

2 sh-IRS2 en estado de reversién con respecto a los controles LX-2 sh-luciferasa.

Dado que la expresion de Fgfl0 y Fgf22, ambos dianas de FGFR2b, también se ha
visto aumentadas tras el dafio hepético crénico generado por la dieta DDC [201], se
evaluo el efecto del silenciamiento de IRS2 en LX-2 durante el cocultivo con
HepaRG en la regulacion de la expresién de ambos. La expresion de FGF10 y de
FGF22 se vio reprimida por el silenciamiento de IRS2 en LX-2. En el modelo de
ratén Irs2-/- la expresion de FGF22 no se vio alterada durante el dafio hepatico
cronico, pero si que se detectd una reduccion significativa de los niveles de FGF10
[275]. Al igual que FGF7, FGF10 ha sido descrito como inductor de la expansion de
CPH durante el dafio hepético crénico [118] [201]. Es posible, por tanto, que IRS2
actie también a través de FGF10 y/o FGF22 para mediar la comunicacion

heterotipica con las CPH.

Los datos discutidos hasta el momento, que en conjunto demuestran que un defecto

en la sensibilidad a insulina impide la comunicacion heterotipica entre CPH y CEH
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a través de FGF7-FGFR2b reprimiendo la epitelizaciéon y con ello la regeneracién

hepatica durante el dafio crénico, ya han sido publicados [268].

Los resultados de este trabajo revelan la existencia de una subpoblacién no epitelial
y FGF7+ en la linea celular HepaRG. La sobreexpresion de Irs2 en la linea HepaRG
actua directamente sobre esta subpoblacion no epitelial para promover la expresion
de FGF7 y la epitelizacién, confirmando, en otro modelo, los datos obtenidos con el
modelo de cocultivo HepaRG-LX2. Por otra parte, el descubrimiento de una
subpoblacion FGF7+ en la linea de CPH HepaRG, remarca la dependencia a FGF7
gue presentan las CPH, y apoya la emergente teoria de que las CPH son capaces
de llevar a cabo transiciones EMT/MET en funcién de sus necesidades presentando
por tanto un fenotipo mixto epitelial/mesenquimal [317]. Nuestros datos indican un
papel de IRS2 como regulador de estas transiciones por su capacidad para
promover la epitelizacion hacia hepatocitos de la subpoblacién no epitelial en
HepaRG. Si IRS2 induce o no la epitelizacion de la subpoblacién no epitelial de la
linea HepaRG a través de su induccién en FGF7 necesitara evaluarse en futuros
trabajos. Esta hipétesis explicaria que la induccién en la epitelizaciéon generada por
la sobreexpresion de Irs2 en la linea HepaRG quede restringida a las células de la
subpoblacién no epitelial, que se encuentran en estrecho contacto con las células
FGF7+. El aumento en la expresion HNF4a es uno de los efectos mas notables
detectados tras la sobreexpresién de Irs2 en la subpoblacion no epitelial de
HepaRG. Curiosamente, la expresiéon de Hnf4a en hepatocitos ha sido ya
establecida como inductora de (1) la epitelizacion de los hepatocitos y (2) de la
secrecion de la paraoxonasa 1, una molécula diana de Hnf4a y secretada por los
hepatocitos que actia atenuando la fibrosis generada por CEH y macréfagos [318].
HNF4a podria ser, por tanto, un potencial mediador del papel de IRS2 como
promotor de la epitelizacién en la linea HepaRG y/o de la induccién en la expresion
de FGF7, que ocurriria, de acuerdo con los datos de este trabajo, en paralelo a una

atenuacion de la fibrosis.

El NT-157, un inhibidor alostérico de IRS1/2, ha sido recientemente descrito como
represor de la metastasis de cancer colorrectal a higado por su habilidad para
reducir el apoyo tréfico recibido por miofibroblastos y CEH [319]. En concordancia,

Irs2 también se ha visto recientemente implicado en un bucle de induccion positiva

133



Capitulo 5. Discusién

que dirige la progresién de la enfermedad hepéatica y la hepatocarcinogénesis en
modelos de raton con EHGNA [261]. Curiosamente, este estudio identific a Irs2
como diana aguas abajo de Yap y Taz, dos efectores oncogénicos de la ruta de
sefializacion de Hippo que controlan el destino hepatocelular [260], la activacion de
las CPH [320] y la regeneracion [321]. EI HCC representa el 90% de los canceres
de higado. Aunque todavia existe controversia sobre el origen del HCC, diversos
estudios sefalan a que podria originarse a partir de la transformacién maligna de
las CPH [322][323][324]. La comunicacion entre CPH y CEH activadas promueve la
progresién del HCC siendo para ello determinante el microambiente generado por
la poblacion de CEH activadas de la zona peritumoral [325][326] de manera que
existen numerosas evidencias de que la sefializacibn FGF/FGFR contribuye al
desarrollo del HCC [327]. Por otra parte, la activacion de NRF2 en fibroblastos de
piel no solo induce re-epitelizaciéon sino también tumorigénesis [244] y previene la
finalizacion de la EMT estabilizando un fenotipo “hibrido epitelial-mesenquimal”’ que
presenta un elevado potencial iniciador de tumores y que facilita la metastasis
derivando en una mayor agresividad del tumor y peor prognosis [328]. Es posible,
por tanto, que parte de los aspectos identificados en este estudio sobre el papel de
IRS2 en la comunicacion de las CPH-CEH sean aplicables, cuando ocurren de
manera incontrolada, al contexto de hepatocarcinogénesis. En este caso, el
descubrimiento de un microambiente enddgeno no epitelial y IRS2/FGF7+/+ que
rodea a las islas epiteliales en la linea de hepatoma humano HepaRG, la convierte
en un modelo de estudio idoneo para evaluar los efectos del eje IRS2-

microambiente en el desarrollo del tumor.

Este trabajo ha sido pionero en establecer los mecanismos que regulan el vinculo
entre la sefalizacion de insulina/IGF-1-IRS2 y NRF2 durante el dafio hepético
cronico al revelar a NRF2, el principal regulador transcripcional de la respuesta
frente al estrés oxidativo, como diana aguas abajo de IRS2 en HepaRG y LX-2. En
higado de ratén, la activacion de Nrf2 durante el dafio hepético es esencial para la
regeneracion hepatica [238][236] y suficiente para revertir la resistencia a la insulina,
suprimir la esteatosis y atenuar significativamente la fibrosis hepatica generadas por
la administracién cronica de una dieta grasa [329]. En hepatocitos, la activacion de
NRF2 durante el dafio cronico depende de la novedosa ruta no candnica de

activacion de NRF2 mediada por el sustrato de la autofagia P62 [225] y resulta en
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una proliferacion descontrolada de CPH, hepatomegalia y finalmente HCC [330].
Por el contrario, en CEH, tanto P62 como NRF2 reprimen la activacion de las CEH
y atenuan la fibrosis, aunque se desconoce si actlian de manera conjunta para ello
[281][331]. En este trabajo demostramos, por primera vez, que P62 es capaz de
regular la actividad de NRF2 no solo en hepatocitos, sino también en CPH. No
obstante, los resultados de este trabajo descartan a P62 como mediador de la
induccién en NRF2 generada por IRS2, sefialando a la ruta candnica dirigida por el
estrés oxidativo como mecanismo intermedio entre IRS2 y la activacion en NRF2.
De hecho, el aumento en el estrés oxidativo ha sido recientemente establecido como
uno de los precursores de la activacion de las CPH [332]. Curiosamente, el
silenciamiento de P62 en la linea HepaRG no solo no reprimid, sino que potencio la
capacidad de Irs2 para inducir la actividad de NRF2 sugiriendo cierta competitividad
entre ambos mecanismos reguladores de la actividad de NRF2 en la linea HepaRG.
En musculo esquelético ya se ha demostrado que P62 interacciona directamente
con IRS-1 para modular la sefializacion de insulina [333]. Dado que la sefializacién
de insulina-IRS2 es uno de los principales mecanismos inhibidores de la autofagia
por ser una sefal de presencia de nutrientes [282] y que nuestros datos demuestran
gue la sobreexpresion a largo plazo de IRS2 genera una acumulacién constitutiva
de P62 en lalinea HepaRG, resulta probable que exista cierto grado de coordinacion
entre el eje IRS2-NRF2 y el eje P62-NRF2.

A pesar de que en higado tanto NRF1 como NRF2 inducen la expresién de sus
genes dianas a través del ARE, son multiples las evidencias de que la activacién de
la transcripcién mediada por el ARE aguas abajo de la sobreexpresion de Irs2 esta
dirigida por NRF2: (1) La sobreexpresién estable de Irs2 en HepaRG genera una
fuerte huella transcriptomica de NRF2, (2) NRF2 ha sido extensamente establecido
como la principal proteina inductora de la transcripcion dirigida por ARE [206] y (3)
ya existen estudios que demuestran que NRF2 actla en la linea hepatica HepG2
de manera significativamente mas eficiente que NRF1 para activar la expresion de
genes a través de ARE [204] [207]. No obstante, no se puede descartar totalmente
gue parte de la activacion en ARE-Luciferasa detectada en este estudio dependa

de NRF1. De hecho, aunque los estudios sobre la funcion de Nrfl en higado son
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muy limitados, un estudio ya ha asociado la falta de Nrfl con el desarrollo de EHNA
[334].

Nuestros datos revelan que la sobreexpresion de Irs2 opera a través de NRF2 en
LX-2 para inducir la expresion de SERPINE1 y FGF7, dos integrantes de la ECM
gue ya han sido descritos como dianas de NRF2 en fibroblastos de piel [244]. En
higado, SERPINEL1 se incluye en la lista de elementos integrantes de la ECM cuya
funcion consiste en regular la propia ECM [79]. Las CEH son una fuente muy
importante de SERPINEL [80]. El mecanismo de inducciéon de SERPINE1 y FGF7
aguas abajo de NRF2 descrito en fibroblastos de piel presenta una elevada similitud
con el proceso de reversion fibrogénica que experimentan las CEH y en el que IRS2
desempefia un papel principal, estando ambos caracterizados por un arresto en el
ciclo celular y una induccién de la senescencia que genera en un aumento en FGF7
y en la epitelizacion [244]. En concordancia, NRF2 ya ha sido descrito como capaz
de limitar la activacién de las CEH y promover la reversion fibrogénica [331]. Los
resultados de este proyecto involucran a SERPINE1 y FGF7 en el proceso de
reversion fibrogénica que experimentan LX-2 durante el tratamiento con 3-MA.
Ademas, el defecto en la reversion fibrogénica generado por el silenciamiento de
IRS2 en la linea LX-2 durante el cocultivo con HepaRG correlaciona con una
induccion impedida de SERPINE1 en estadios tempranos de la reversion
fibrégenica que coincide con la represion del marcador de proliferacién Ki67,
sugiriendo un novedoso mecanismo mediante el que IRS2 resultaria critico para la
epitelizacion durante la regeneracion hepatica por sustentar la supervivencia de las
CEH durante las primeras etapas de la reversion fibrogénica a través del conocido
inductor de la supervivencia NRF2 y de la expresion aguas abajo de
SERPINEL/FGF7. El defecto en el eje IRS2-NRF2-SERPINE1/FGF7 en pacientes
con resistencia la insulina impediria la regresion fibrética y la epitelizacion,
desencadenando en fibrosis, EHGNA o HCC. Estos resultados que descubren el
mecanismo biolégico y molecular mediante el que la sefializacion de insulina/IGF-
1-IRS2 actia en CEH para inducir FGF7 y promover la epitelizacién mediada por la
comunicacion heterotipica entre CPH y CEH, estan recogidos en un manuscrito

pendiente de ser publicado.
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El estudio en fibroblastos de piel sugiere que NRF2 regula de manera indirecta la
expresion de FGF7 de manera que la alteracién de la ECM generada por el eje
NRF2-SERPINEL es interpretada por los fibroblastos vecinos como una sefal de la
reprogramacién celular hacia un fenotipo de secrecion asociado a senescencia
(SAPS) que induce, entre otros, la expresion de FGF7. Sin embargo, otro estudio
en fibroblastos embrionarios de ratén, estableci6 a Fgf7, Serpinel y también, a Igf-
1, como genes diana de Nrf2 por haber sido detectados en paralelo en un ensayo
de inmunoprecitacion de cromatina seguida de secuenciacion de las zonas de unién
de Nrf2 y en un analisis de comparaciéon por micromatriz de genes reprimidos en
fibroblastos embrionarios Nrf2-/- respecto a la condicién control [335]. No podemos
por tanto rechazar la hipotesis de que NRF2 actie aguas abajo de IRS2 para
modular de manera directa, como factor de transcripcion, la expresion de FGF7 y
SERPINEL. Del mismo modo, tampoco podemos descartar que eje IRS2-NRF2-
SERPINE1 module de manera indirecta la expresién de FGF7 en CEH mediante la
activacion del SASP. Futuros estudios de inmunoprecipitacion de cromatina en LX-
2 ylo HepaRG seran necesarios para confirmar o rechazar la interaccion directa

entre NRF2 y las zonas de unién del promotor de FGF7 en nuestros modelos.

Resulta llamativo, sin embargo, que a pesar de que el eje IRS2-NRF2-SERPINE1
ha sido asociado en fibroblastos con un aumento de la senescencia, nuestros datos
evidencian que la sobreexpresion de Irs2 reprime el aumento en la expresion del
marcador de senescencia P53 durante la reversion fibrogénica inducido con el
tratamiento de 3-MA en LX-2. En fibroblastos, P53 no ha sido involucrado en la
induccion de la senescencia mediada por NRF2. La existencia de una fuerte
correlacion positiva entre los niveles de dafo-senescencia/SASP y la
reprogramacion celular de las células vecinas ha sido confirmada en diversos tejidos
in vivo en los Ultimos afios [336]. Estos estudios han demostrado que mientras el
marcador de senescencia pl6 resulta critico para promover la actividad secretora
en células senescentes, p53 limita la reprogramacién celular de manera que su
silenciamiento in vivo resulta en una produccién acentuada de citoquinas y en una
elevada reprogramacién celular mediante un mecanismo todavia desconocido y
dependiente de IL6 [336] [337]. Curiosamente, nuestros datos muestran que la

sobreexpresion de Irs2 provoca una gran induccién en la expresion de IL6 mediante
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un mecanismo independiente a NRF2. Si la sobreexpresion de Irs2 induce la
senescencia de las CEH para promover la reprogramacion celular mediada por
NRF2 al igual que ocurre en fibroblastos, y, silo hace a través de IL6 y/o la represion

en P53 necesitara ser evaluado mas adelante.

La IL6 es una citoquina pleiotrépica que resulta esencial para la regeneracion
hepatica y para el correcto funcionamiento del metabolismo [338]. El modelo de
ratén deficiente en IL6 desarrolla resistencia a la insulina acompafiada de EHGNA
tras el tratamiento con dieta grasa [339] y es mas susceptible a desarrollar fibrosis
durante el dafio hepatico crénico generado con CCls [340]. Por un lado, en
fibroblastos, la reprogramacion celular inducida por el efecto de NRF2 en la ECM
induce, ademas de la expresion de FGF7, la expresion de IL6. Por otro lado, en
CEH, se ha demostrado una correlacién entre el aumento en IL6 y la induccion de
la reversion fibrogénica [341]. Asi pues, en consonancia con nuestros datos, varios
estudios vinculan a IL6 con una reduccioén de la fibrosis y la correlacionan con la
sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 durante el dafio hepatico cronico. No obstante,
existen también investigaciones que apuntan a un papel profibrético de IL6,
demostrando que su administraciéon en higado aumenta la expresion de Collal y
de a-sma en CEH [342] [343] por lo que sigue existiendo controversia sobre su papel
durante la fibrosis hepética. Lo mismo ocurre con SERPINE1. Existe una gran
controversia sobre la contribucién de SERPINE1 en la regulacién de la ECM y su
impacto en la regeneracion hepética, de manera que existen estudios que sefialan
a SERPINE1 como inductora de fibrosis [82] [83] y otros como anti-fibrotica [84].
Recientemente, un estudio llevado a cabo por Villar-Lorenzo et al., 2019 en el
modelo de ratén Irs2-/- ha detectado que el defecto en la sefializacién de insulina/lgf-
1-Irs2 impide la induccion de Serpinel y de IL6 durante el dafio hepatico crénico in
vivo por alterar la transdiferenciacion in vitro de LX-2 [344]. Estos resultados de
Villar-Lorenzo et al., 2019 podrian ser perfectamente consistentes con los obtenidos
durante este trabajo. Sin embargo, por considerar a Serpinel e IL6 como
marcadores profibréticos y por detectar elevados niveles de proliferacion y
marcadores de fibrosis tras el tratamiento con IGF-1 recombinante concluyen que
el silenciamiento de Irs2 reprime la activacion de la linea LX-2 mediada por IGF-1.
Por un lado, los resultados de nuestro trabajo demuestran que la sobreexpresion de

Irs2 genera un aumento en la expresion de SERPINE1 y de IL6 que coincide con
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una reduccidon en la expresion de marcadores fibréticos y de proliferacion,
descartando a SERPINE1 e IL6 como marcadores/inductores de la fibrosis e
identificandolos, en contraposiciéon, como marcadores de la reversion fibrética en
CEH. Respecto a la respuesta de las CEH a IGF-1 existe controversia. Durante
afios, diversos estudios demostraron que el tratamiento con IGF-1 induce la
proliferacion de las CEH in vitro [21][345]. Sin embargo, las CEH quiescentes estan
expuestas continuamente a altas concentraciones de IGF-1 en higado sano y, a
pesar de esto y de expresar niveles elevados de su receptor IGFR-1, no proliferan.
En los ultimos afios, y en discrepancia con el estudio de Villar-Lorenzo et al., 2019,
se ha demostrado que el tratamiento con IGF-1 promueve la senescencia de las
CEH limitando su actividad y atenuando la fibrosis [312]. Asimismo, la
sobreexpresion dirigida de IGF-1 en CEH activadas in vivo restringe su activacion,

atenua la fibrosis y acelera la regeneracion hepatica [346].

El nacimiento de avanzadas técnicas moleculares como el analisis de expresion
génica en célula Unica ha evidenciado en los Ultimos afios la gran variabilidad que
existe célula-a-célula, suponiendo un cambio de paradigma en la forma de
interpretar los resultados. En el caso de las CEH, diversos analisis de expresion
génica en célula Unica han identificado diferentes agrupaciones fenotipicas de CEH
durante el dafio hepatico demostrando que actian de manera heterogénea y
dinamica [347][348]. En concreto, durante el dafio hepético agudo y crénico in vivo
co-existen CEH en cuatro estados diferentes entre los que se observa transiciones
dinamicas: “quiescentes”, “proregenerativas”, “antiregenerativas” (fibréticas) y
“mixtas” siendo la respuesta a hormonas una de las agrupaciones de genes por
funcién discriminante entre los diferentes estados [348]. Es poco probable, por tanto,
que la sensibilidad a IGF-1 sea homogénea en todo el cultivo a menos que se
emplee algln tratamiento que permita sincronizarlo (como el tratamiento con 3-MA
o mitoC). Es posible que en aquellos estudios que evidenciaban que la sefializacion
de IGF-1-IRS2 aumenta la proliferacién y la expresion de marcadores fibréticos de
las CEH, el efecto del tratamiento con IGF-1 se viese enmascarado por la poblacion
de CEH que, por no ser sensible a IGF-1, no entra en senescencia y sigue

dividiéndose, ya que ésta seria la poblacién mas abundante del cultivo.
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Cabe remarcar que el recién descubierto estado “proregenerativo” en CEH en
higado de ratén y durante el dafio hepatico, se caracteriza por presentar niveles
elevados de factores de crecimiento (como FGFs), bajos niveles de colagenos y
niveles distintivamente elevados, entre otros, de Serpinel, Igf-1 y de genes de
respuesta a IL6 (Stat3, Socs y Tnfrl), respecto a los otros estados [348],
coincidiendo en gran medida con el fenotipo detectado aguas abajo de IRS2 en este
trabajo. El estado quiescente también estaria caracterizado por una reducciéon de
marcadores fibrogénicos, pero, a diferencia del proregenerativo, presentaria
también bajos niveles de factores de crecimiento. La novedosa distinciéon entre
estado proregenerativo y quiescente podria explicar las discrepancias de expresion
génica, morfologia y activacion de NRF2 detectadas entre el efecto de la
sobreexpresion de Irs2 (dependiente de NRF2) y la inhibicién de la activacién de las
CEH con 3-MA (independiente de NRF2) durante la reversion fibrogénica pudiendo

cada uno favorecer a un estado antifibrético distinto (proregenerativo/quiescente).

En base a los resultados obtenidos proponemos un modelo (Figura 49) en el que
IRS2 participa en el dinamismo de las CEH durante el dafio hepatico crénico,
favoreciendo su supervivencia a través del eje NRF2-SERPINE1 durante su
transicion a un estado “proregenerativo” caracterizado por la reversion fibrogénica y
la produccién de FGFs (FGF7) que promueve la epitelizacién de la poblacion de
CPH. En CPH, la sefializacion de insulina/IGF-1-IRS2 permite la respuesta a FGF7
y con ello el bucle de induccion FGF7-FGFR2b, que potencia la sensibilidad a FGF7,
ya descrita como critica para la epitelizacién/regeneracion hepéatica. La resistencia
alainsulina desencadenaria en un fallo en los mecanismos descritos anteriormente,
lo que reprimiria la induccién en FGF7 y FGFR2b durante el dafio hepatico crénico,
explicando la falta de sensibilidad a Fgf7rr observada en este trabajo en el modelo
de ratdn Irs2-/- durante el dafio hepatico crénico con la dieta DDC y su defecto en
la regeneracion. Asi pues, a pesar de gque seria conveniente confirmar nuestros
resultados en modelos animales especificos de resistencia a insulina-EHGNA, asi
como en muestras humanas de pacientes en diferentes estadios de la progresion
de diferentes enfermedades hepaticas, nuestro estudio establece un nuevo vinculo
entre la resistencia a la insulina y el defecto en la epitelizacion hepética ofreciendo

nuevos conocimientos sobre la contribucién de la resistencia a la insulina en la
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patogénesis de la enfermedad hepatica crénica, asi como nuevas dianas

moleculares para el desarrollo de posibles terapias.

En los ultimos afios ha aumentado el interés por las FGFs por su inesperado papel
en la enfermedad metabdlica, asi como por su emergente habilidad para restaurar
la sensibilidad a insulina y con ello tratar desordenes metabdlicos. FGF1, FGF19 y
FGF21 presentan un potente, aunque aun bastante desconocido, efecto en el
metabolismo y en la sefializacion de insulina, ocurriendo gran parte de sus acciones
en el tejido adiposo y en higado [349][350]. El defecto en la epitelizaciéon de herida
en ratones diabéticos db/db ha sido previamente atribuido a un déficit en la
expresion de Fgf7 [246] y se ha demostrado que la activacion constitutiva de Nrf2
en ratones diabéticos (db/db) resulta en una induccién en plasma de Fgf21 [351].
Nuestros datos por tanto plantean la posibilidad de que los higados de los ratones
Irs2-/- presenten un déficit de activacion de Nrf2 que reprima la induccién en FGF7
y como consecuencia la comunicacion paracrina entre CEH y CPH que coordina la
respuesta frente al dafio hepatico cronico. Este mecanismo podria ser extrapolado
a la reparaciéon cutanea en la que todavia no ha sido evaluado cémo la diabetes
resulta en un defecto en Fgf7 ni el posible papel del eje Nrf2-Serpinel durante el

proceso.

Futuras estrategias para potenciar en higado la actividad de NRF2 y la sefializacion
de FGF7 podrian servir para mejorar el pronéstico de los pacientes con resistencia
a lainsulina, diabetes o enfermedad metabdlica por promover la reparacion epitelial
en higado y reducir por tanto su riesgo de desarrollar enfermedades con elevados
indices de mortalidad como la EHGNA, la EHNA o el HCC.
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Figura 49. Modelo esquemético del impacto del papel de IRS2 en la regulacién de la
comunicacién a través de FGFs en el nicho de las CPH, en la asociacion entre la
resistencia ala insulinay las patologias hepaticas.

La sefializacién de insulina/IGF-1-IRS2 actuaria en CEH activadas (CEHa) a través de la ruta
candnica, modulada por un aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS), para activar
a NRF2. La activacion en NRF2 resultaria en una alteracion de la ECM por promover, entre
otros, la expresion de SERPINEL. La alteracion en la ECM mediada por NRF2-SERPINE1
promoveria la reversion de las CEH reduciendo su proliferacion y con ello la fibrosis. La
reversion fibrogénica promoveria la expresién de FGF7 activando el bucle de induccion
positiva de FGFR2b en la poblacion de CPH y favoreciendo su epitelizacién. Un defecto en
la sefializacién de insulina (resistencia a la insulina/silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2)),
impediria este proceso resultando en una activacion continuada de las CEH y en fibrosis que
reprimiria la epitelizacion y la regeneracion hepatica. Autoria propia, “Created with
BioRender.com”.
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Conclusiones

. El silenciamiento de IRS2 impide la respuesta biolégica a FGF7 a través de
FGFR2b en CPH in vivo e in vitro por reprimir un novedoso bucle de induccién
positiva mediante el que FGF7 promueve la expresion de su receptor, FGFR2b,

potenciando su propia sensibilidad y sosteniendo la reepitelizacion.

. La comunicacion entre CEH y CPH a través de FGF7-FGFR2b ocurre de manera
local y requiere de contacto estrecho entre ambas poblaciones. El sistema de
cocultivo (CPH-CEH) desarrollado recrea la comunicacion local a través de FGF7

entre CEH-CPH y modela la reversidn fibrogénica de la linea celular LX-2 in vitro.

. Lalinea celular HepaRG contiene una subpoblacion no epitelial y productora de
FGF7. En las etapas tardias de la diferenciacion de la linea HepaRG el patron
de expresion de IRS2 coincide con el de la subpoblacién productora de FGF7

gue rodea a las islas de hepatocitos.

. La sobreexpresion de Irs2 in vitro en CEH y en la subpoblacién no epitelial de
HepaRG promueve la expresion de FGF7 e induce la epitelizacion de la

subpoblacién no epitelial en HepaRG.

. Lainduccion en la expresion de FGF7 ocurre durante la reversion fibrogénica de
las CEH, en lugar de durante la activacion de las CEH como se habia planteado

anteriormente.
. El silenciamiento de Irs2 in vivo reduce la supervivencia del estroma Fgf7+.

. El silenciamiento de IRS2 impide la supervivencia de las CEH durante la

reversion fibrogénica in vitro, reprimiendo la produccion de FGFs y con ello la
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comunicacién heterotipica entre CEH y CPH a través de FGF7-FGFR2b que

promueve la epitelizacion.

8. La sobreexpresion de Irs2 in vitro induce la actividad de NRF2 en CPH y en CEH

de manera independiente a la ruta no canénica mediada por P62.

9. P62 regula la actividad de NRF2 en CPH in vitro tal y como se ha descrito

anteriormente en hepatocitos.

10.El mecanismo mediante el que la expresion de IRS2 promueve la expresion de
FGF7 en CEH ocurre a través de la remodelacién en la ECM mediada por el eje

NRF2-SERPINEL en las etapas tempranas de la reversion fibrogénica in vitro.

11.La sobreexpresion de Irs2 in vitro induce la expresion de IL6 en CEH de manera

independiente a la activacion en NRF2.
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Conclusions

. IRS2 silencing impairs the biological response to FGF7 through FGFR2b in LPC
in vivo and in vitro by repressing a novel positive feed-forward loop in which FGF7

sustains FGFR2b expression and its own sensitivity to promote epithelialization.

. Crosstalk between HSC and LPC occurs locally and requires close contact
between both populations. The co-culture system developed in this work (LPC-
HSC) can be used not only to recreate the heterotypic crosstalk through FGF7-
FGFR2b between LPC and HSC, but also to model the fibrogenic reversion of
HSC in vitro.

. HepaRG cell line possesses a non-epithelial and FGF7-expressing
subpopulation. During late HepaRG differentiation, IRS2 expression pattern
overlaps with the FGF7-expressing subpopulation that surrounds hepatocyte

islands.

. Irs2 overexpression in vitro in HSC and in the non-epithelial subpopulation of
HepaRG promotes FGF7 expression and induces epithelialization of non-

epithelial cells in HepaRG.

. The expression of FGF7 is driven by fibrogenic reversion rather than by HSC

activation as it has been previously suggested.
. Irs2 silencing in vivo leads to reduced survival of Fgf7+ stroma.

. IRS2 silencing impairs HSC survival during fibrogenic reversion in vitro, thus,
repressing FGFs production and the heterotypic crosstalk between HSC and LPC
through FGF7-FGFR2b that drives epithelialization.
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8. Irs2 overexpression in vitro induces NRF2 activity in LPC and HSC in an
independent manner to the non-canonical pathway mediated by P62.

9. P62 induces NRF2 activity in LPC in vitro as previously described in hepatocytes.

10.IRS2 expression promotes FGF7 expression in HSC through a NRF2-
SERPINE1-mediated ECM remodeling that occurs in the early stages of the HSC

fibrogenic reversion in vitro.

11.1rs2 overexpression in vitro in HSC induces IL6 expression independently of the

induction in NRF2 activity.
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