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[l.  DATOS DEL CENTRO

Este Trabajo Final de Grado se ha realizado a partir de los datos obtenidos en las
investigaciones llevadas a cabo por el Grupo de Enfermedades Metabdlicas Asociadas
a la Insulino-Resistencia (GEMMAIR), acreditado por la Agencia de Gestion de Ayudas
Universitarias y de Investigacion (AGAUR) y reconocido por la Universidad Rovira i
Virgili (URV). Pertenece al Instituto de Investigacion Sanitaria Pere Virgili (IISPV).

El' ISPV es un instituto de investigacion biomédica de la provincia de Tarragona, siendo
un centro de referencia tanto a nivel nacional como internacional. Se fund6 en 2005 en
el marco de un convenio de colaboracion cientifica interinstitucional entre el Instituto
Catalan de la Salud (Hospital Universitario de Tarragona Joan XXIIl, Hospital de Tortosa
Verge de la Cinta, Hospital Universitario Sant Joan de Reus y Hospital Universitario
Instituto Pere Mata) y la URV.

Tiene como finalidad promover, desarrollar, gestionar y difundir la investigacion, el
conocimiento cientifico y tecnolégico, la docencia y la formacién en el ambito de las
ciencias de la vida y de la salud.

Se organiza en tres areas diferentes de investigacién: Nutricion y Metabolismo,
Neurociencias y Salud Mental, y Salud y Medio Ambiente. El area de Nutricion y
Metabolismo esta formada por numerosos grupos de investigacion que cuentan con
personal capacitado y, entre los que se encuentra GEMMAIR, liderado por la Dra. Maria
Teresa Auguet y cuyo objetivo principal es el estudio de la fisiopatologia de la obesidad
y sindrome metabdlico, asi como de la hepatopatia grasa asociada.



Desregulacion de la via de sefializacion de Notch y su implicacion en la EHGNA | Angela Pastor Senovilla

.  RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) es el trastorno hepatico mas
comun y afecta aproximadamente al 25% de la poblacion mundial. Esta enfermedad
comprende desde la esteatosis simple (ES) hasta la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), cirrosis y fibrosis. La biopsia hepatica es la técnica de referencia para la
deteccién de la EHNA, pero es una prueba muy invasiva, por lo que se necesitan nuevas
alternativas para su diagnostico.

Las proteinas de la via de sefalizacién Notch se han visto implicadas en el desarrollo
de la fibrosis, por lo que la desregulacién de esta via parece desempenfar un papel en
la patogenia de la EHGNA. El objetivo de este estudio fue analizar la relacién entre la
via Notch, el metabolismo lipidico y los receptores TLR.

Se evaluo el nivel de expresion hepatica de los diferentes genes estudiados en el tejido
hepatico de una cohorte de mujeres con obesidad mérbida con histologia hepatica
normal o con EHGNA. Se observd una disminucion en la expresion de HES5 que se
correlacion6 positivamente con la expresion de HES1, HEY1 y Notch3. Ademas, HES5
se correlacion6 positivamente con SREBP1c. Se vio una correlacion de Notch3 con
varios genes del metabolismo lipidico hepatico. Al analizar la asociacion entre las
proteinas Notch y los niveles circulantes de citocinas, se observdé una correlacion
positiva entre la expresiéon de HES5 y los niveles de IL-13, y entre HEY1 e IL-6. Por su
parte, Notch2 se correlacioné positivamente con TLR2, TLR4 y TLR9, asi como Notchl
se correlacion6 positivamente con TLR9.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la expresion hepatica de las proteinas y
ligandos de Notch en relacion con las vias del metabolismo lipidico hepético podria tener
un papel en la patogénesis de la EHGNA, aunque se necesitan estudios adicionales
para confirmar estos resultados.

Palabras clave: esteatohepatitis, esteatosis, obesidad, receptores toll-like
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IV.  ABREVIACIONES

ABCA1, proteina transportadora de
casetes de union a ATP subfamilia A
miembro 1

ABCG1, proteina transportadora de
ATP G1

ACC1, acetil-CoA carboxilasa 1
AGL, &cidos grasos libres

Akt, serina/treonina quinasa
ALP, fosfatasa alcalina

ALT, alanina aminotransferasa
AST, aspartato aminotransferasa

CCRZ2, receptores de quimiocina CC tipo
2

CCRS5, receptores de quimiocina CC tipo
5

CHC, carcinoma hepatocelular

CPT1A, carnitina palmitoiltransferasa 1a
CROT, carnitina O-octanoiltransferasa
DDL, ligando de proteina similar a delta
DMT2, diabetes mellitus tipo 2

ECC, enfermedad cardiaca coronaria
ECV, enfermedad cardiovascular

EHGNA, enfermedad del higado graso
no alcohdlica

EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica
ES, esteatosis simple

FAS, acido graso sintasa

FoxO1, proteina de caja de horquilla O1
FXR, receptor X farnesoide

G6pc, subunidad catalitica de la
glucosa-6-fosfatasa

GGT, gamma-glutamil transferasa
GLP-1, péptido similar al glucagon tipo 1
HbAlc, hemoglobina glicosilada

HDL, lipoproteinas de alta densidad
HES, hairy enhacer of Split

HES1, factor de transcripcion 1 de la
familia HES

HESS5, factor de transcripcion 5 de la
familia HES

HEY, familia relacionada con Hes

HEY1, factor de transcripcién 1 de la
familia HEY

HEY2, factor de transcripcién 2 de la
familia HEY

HGNA, higado graso no alcohélico
HN, higado normal

HOMA1, modelo de homeostasis de
insulino-resistencia

IL-10, interleucina 10

IL-13, interleucina 13

IL-17, interleucina 17

IL-1B, interleucina 18

IL-22, interleucina 22

IL-6, interleucina 6

IL-8, interleucina 8

IMC, indice de masa corporal

IRM, imagen por resonancia magnética
JNK, quinasa c-Jun N-terminal

LDL, lipoproteinas de baja densidad
LOXL-2, lisil oxidasa 2
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LPS, lipopolisacaridos
LXR-a, receptor hepético X alfa

MCP-1, proteina quimiotactica de
monocitos 1

MmTOR, diana de la rapamicina en
mamifero

MyD88, respuesta primaria de
diferenciacién mieloide 88

NECD, dominio extracelular de Notch

NF-kB, factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NICD, dominio intracelular de Notch

NOTCHL1, factor de transcripcion 1 de la
familia Notch

NOTCHZ2, factor de transcripcion 2 de la
familia Notch

NOTCHa3, factor de transcripcion 3 de la
familia Notch

NOTCH4, factor de transcripcion 4 de la
familia Notch

OM, obesidad moérbida
PAD, presion arterial diastélica

PAMPs, patrones moleculares

asociados a patdégenos
PAS, presion arterial sistélica
PI3K, fosfoinositol 3-quinasa

PPAR, receptores activados por
proliferadores de peroxisomas

PTEN, homdélogo de fosfatasa y tensina
RI, resistencia a la insulina

RT-gPCR, PCR cuantitativa en tiempo
real

SM, sindrome metabdlico

SREBP1c, proteina 1c de unién a
elementos reguladores de esteroles

TC, tomografia computarizada

TG, triglicéridos

TLR, receptores tipo toll

TLR2, receptor 2 tipo toll

TLRA4, receptor 4 tipo toll

TLR9Y, receptor 9 tipo toll

TNF-a., factor de necrosis tumoral alfa

tPAI-1, inhibidor del activador de
plasminogeno total 1

VLDL, lipoproteina de muy baja densida
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V.  INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

1.1 DEFINICION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) es la manifestacion hepatica
del sindrome metabdlico (SM) y se define como la acumulacion excesiva de grasa en el
higado en pacientes que no consumen alcohol en cantidades significativas (<20 g/dia
en hombres y <10 g/dia en mujeres). La EHGNA se esté convirtiendo en un problema
de salud cada vez mas importante ya que se considera la causa mas comun de
enfermedad hepética cronica en el mundo occidental, y su incidencia estd aumentando
rapidamente.?

La EHGNA comprende una variedad de afecciones hepaticas que se extienden desde
la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica. Esta enfermedad comienza
con la acumulacién de grasa en el higado, el cual puede permanecer graso sin alterar
la funcion hepatica, lo que se denomina esteatosis simple (ES). Sin embargo, debido a
diversos factores como la obesidad, la dislipemia o la edad, la ES puede progresar a
una esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) y acabar provocando complicaciones como
fibrosis, cirrosis y, en ultima instancia, carcinoma hepatocelular (CHC). En este punto,
el trasplante de higado puede llegar a ser indispensable para evitar la muerte del
paciente.!

1.2 PREVALENCIA, INCIDENCIA Y FACTORES DE RIESGO

La prevalencia real de la EHGNA en la poblacion general se desconoce y probablemente
se sobreestime debido a la ausencia de un método de cribado aceptado, a que la
determinacion del estadio de la enfermedad requiere un procedimiento diagndstico
invasivo y a que no existe consenso sobre su caracterizacion. No obstante, la estimacion
mas precisa de la prevalencia global de la EHGNA es aproximadamente del 25%, una
cifra reportada por primera vez en 2005 en el estudio de Dionysos 2 y confirmada
posteriormente por Younossi et al.,® quienes describieron en el afio 2016 que las tasas
mas altas reportadas se registraron en Oriente Medio (32%), América del Sur (31%),
Estados Unidos (30%), Asia (24%) y Europa (24%), mientras que la prevalencia mas
baja se registro en Africa (14%). Los Ultimos datos obtenidos sobre la epidemiologia de
la EHGNA en el afio 2020 confirman la prevalencia del 25% en la poblacién mundial. #

Respecto a Europa, las tasas de prevalencia de la EHGNA varian entre los diferentes
paises. Un estudio llevado a cabo en Alemania determiné que la prevalencia del higado
graso por ultrasonido era del 29,9%. Se han descrito tasas similares en ltalia (25%),
Espafna (25,8%) y Reino Unido (26,4%). En Europa del Este, la prevalencia de la
enfermedad fue del 22,6% en Hungria y del 20% en Rumania. #°

Ademas, se han identificado variaciones en la prevalencia entre diferentes grupos
étnicos de la poblacién. Mientras que la prevalencia més alta de la EHGNA en EE.UU.
se observd en hispanos seguidos por individuos blancos no hispanos, la prevalencia
mas baja se observo en afroamericanos. Esto puede deberse a una mayor frecuencia
de variantes de riesgo genético como el polimorfismo genético PNPLA3, en particular la
variante rs7384009. °
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En 2008, Romeo et al.” informaron que el polimorfismo de un solo nucleétido PNPLA3
en el residuo 148 en la secuencia de ADN, lo que resulta en una sustitucién de metionina
por isoleucina, era un determinante genético de la EHGNA. Desde entonces, la
correlacion entre PNPLA3 y la EHGNA se ha estudiado en profundidad. Posteriormente,
Aragones et al.2 observaron que la expresion de PNPLA3 en el higado aumentd en
mujeres caucasicas con obesidad morbida y EHGNA, por lo que se demostré6 una
relacion entre PNPLA3 y los grados histolégicos de la enfermedad. En linea con estas
investigaciones, Li et al.° llevaron a cabo un metandlisis para verificar las asociaciones
entre el polimorfismo y la susceptibilidad a desarrollar CHC. Los resultados concluyeron
que existe una asociacion significativamente mayor entre el polimorfismo rs738409 y el
riesgo de CHC en las poblaciones estudiadas. Curiosamente, esta variante genética es
dos veces mas frecuente en los hispanos que en los afroamericanos (40% frente a 19%).
Por lo tanto, se demostr6 que rs738409 est4 fuertemente relacionada con la
susceptibilidad de los pacientes con EHGNA a presentar esteatosis, esteatohepatitis,
fibrosis y CHC. !

A pesar de los resultados relativamente robustos sobre la prevalencia de la EHGNA, los
datos sobre la incidencia de EHGNA y EHNA son bastante limitados. Se ha visto que
oscilan entre 28,01 y 52,34 por 1000 personas/afio. 1°

A parte de la posesién de la variante genética rs738409, la edad también es un
importante factor de riesgo para la EHGNA. Se ha observado que a medida que
aumenta la edad, también lo hace la prevalencia de la EHGNA y de la fibrosis asociada
a la EHNA. Se ha determinado menos de un 20% de prevalencia en menores de 20
afios, mientras que los mayores de 60 presentan una prevalencia de mas del 40%.
Aunque hay una menor prevalencia en nifios (2,6%) en comparacion con los adultos,
esta aumenta de manera considerable en los niflos obesos, que oscilan entre el 10 y el
80%. ©

Ademas de la edad, estudios anteriores sugirieron que el género femenino estaba
asociado a un mayor riesgo de EHGNA. Sin embargo, los hombres de joven a mediana
edad tienen un mayor riesgo que las mujeres de la misma edad a padecer EHGNA. En
consecuencia, las mujeres premenopausicas tienen una prevalencia relativamente baja.
No obstante, la prevalencia en mujeres aumenta después de los 50 afios, alcanzando
su punto maximo entre los 60 y 69 afios y disminuyendo después de los 70 afos. Este
hecho se ha atribuido a cambios naturales en la fisiologia femenina, como resistencia a
la insulina (RI), obesidad, distribucién adiposa y hormonas sexuales. *

Fumar, el consumo de alcohol, asi como la dieta son otros factores de riesgo asociados
con la EHGNA. Las dietas que siguen un modelo occidentalizado caracterizadas por un
consumo excesivo de carnes rojas, alimentos procesados, grasas saturadas y azucares
refinados, se asocian con una mayor probabilidad de desarrollar SM y posterior
EHGNA.*2 Con respecto al alcohol, se ha sugerido que el consumo moderado (una
bebida alcohdlica al dia) es protector para la EHGNA. Un estudio en ratones ob/ob
mostré que cantidades moderadas de alcohol produjeron menos esteatosis, inflamacién
y menos transaminasas en comparacion con los controles.*® Por otro lado, en un estudio
retrospectivo, Akhavan et al. **demostraron que fumar esta significativamente asociado
con la EHGNA, asi como que el tabaquismo pasivo aumenta la prevalencia de padecer
la enfermedad.

Estos datos determinan que la prevalencia de la EHGNA se expande paralelamente con
el aumento global de la obesidad y otras comorbilidades como la diabetes mellitus de
tipo 2 (DMT2) y el SM. El SM engloba una serie de caracteristicas como el aumento de
la circunferencia de la cintura (es decir, obesidad), hiperglucemia, dislipidemia e
hipertension sistémica.’® Las personas que presentan SM tienen predisposicién a
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desarrollar diabetes y enfermedad cardiovascular. Se ha visto que hasta un 75% de las
personas con diabetes tienen EHGNA, ademas de mostrar un riesgo muy alto de
desarrollar EHNA y progresar a un estado de cirrosis y fibrosis. 12

1.3 CLASIFICACION

Como ya se ha mencionado anteriormente, la EHGNA se define como la acumulacion
excesiva de grasa en mas del 5% de los hepatocitos con poco 0 ningin consumo de
alcohol. Esta patologia comprende tanto la ES como la EHNA.1®

La ES es la retencion anormal de grasa en forma de triglicéridos en el higado.
Inicialmente, los hepatocitos presentan pequefas vacuolas intracitoplasmaticas de
grasa (liposomas) alrededor del nlcleo, proceso que se conoce como esteatosis
microvesicular, donde multiples gotas de grasa se acumulan en las células hepaticas y
no desplazan el nacleo ubicado en el centro. Sin embargo, esta puede avanzar hasta
una esteatosis macrovesicular que se caracteriza porque el tamafio de las vacuolas
aumenta, empujando el ndcleo hacia la periferia de la célula.'” Por tanto, la ES se puede
clasificar en diferentes niveles. La esteatosis de grado 1 se refiere a menos del 33% de
los hepatocitos. En cambio, en los grados 2 y 3, la grasa esta presente en, al menos, un
33 0 66% de los hepatocitos, respectivamente. 8

La EHNA incluye la presencia de esteatosis, inflamacion lobular y balonamiento
hepatocelular (acimulo de agua y proteinas en el citoplasma del hepatocito) con o sin
fibrosis. Mientras que la ES es generalmente benigna y no progresiva, la EHNA puede
evolucionar hacia la cirrosis y, en determinados casos, progresar a CHC (Figura 1). °

Por otro lado, la fibrosis hepética es el resultado de la respuesta de cicatrizacién del
higado por lesiones repetidas. Después de una lesion hepatica, las células se regeneran
y reemplazan aquellas que son necréticas o apoptoticas. Este proceso esta asociado
con una respuesta inflamatoria y un depdsito de proteinas de matriz extracelular,
incluido el colageno fibrilar. Si la lesion hepatica persiste, la regeneracion del higado
falla y conduce a una cirrosis hepética avanzada, donde el tejido cicatrizante sustituye
al parénquima normal, dejando disfuncional al tejido afectado. 2°

Figura 1. Progresion de la EHGNA (enfermedad del higado graso no alcohélico). La forma benigna
de la EHGNA, HGNA (higado graso no alcohdlico), progresa a EHNA (esteatohepatitis no alcohdlica) con
o sin fibrosis. Posteriormente, la EHNA conduce a cirrosis y en Ultima instancia, a carcinoma hepatocelular.
Fuente: Elaboracion propia

12
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1.4 COMORBILIDADES Y MORTALIDAD

La carga clinica de la EHGNA no se limita solamente a la morbilidad y mortalidad
relacionadas con el higado ya que se ha demostrado que la EHGNA es una enfermedad
multisistémica. ?* La EHGNA se encuentra fuertemente asociada al SM (obesidad, RI,
hiperlipidemia combinada, DMT2 e hipertension), por lo que también esta relacionada
con enfermedades extrahepéticas como la apnea del suefio, cancer colorrectal,
osteoporosis, psoriasis y diversas endocrinopatias como el sindrome del ovario
poliquistico, segln se muestra en la Figura 2.

Enfermedad
cardiovascular
Obesidad

Diabetes mellitus Osteonorosis
tipo 2 S P P
Cancer colorrectal
ovario poliquistico
Enfermedad renal
cronica

Figura 2. Principales comorbilidades asociadas a la enfermedad del higado graso no alcohdlico
(EHGNA). Fuente: Elaboracion propia

Apnea obstructiva
del suefio

La Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutriciébn 2015-2016 determiné que las
principales causas de muerte de pacientes con EHGNA fueron enfermedad
cardiovascular (9,3%) y malignidad por neoplasia (5%) y el porcentaje de mortalidad de
las complicaciones relacionadas con la enfermedad hepéatica fueron del 0,4%. 2

Diversos estudios han mostrado que la EHGNA no solo esta asociada con la morbilidad
y mortalidad relacionadas con el higado, sino que también puede desempefar un papel
en el desarrollo de enfermedades coronarias, alteraciones en la estructura y funcion
cardiaca, valvulopatia y arritmias.?® Hasta la fecha, la evidencia ha indicado que la
enfermedad cardiaca coronaria (ECC) es la principal causa de morbilidad y mortalidad
en pacientes con EHGNA. 22

La DMT2 tiene el vinculo biol6gico mas claro con la progresion de la enfermedad, ya
que, hasta el 75% de las personas con DMT2 padecen EHGNA, mientras que la
prevalencia de EHNA en diabéticos asintomaticos tipo 2 es del 20%. 13 Ademas, hay una
carga significativa de fibrosis avanzada en individuos con DMT2 que va del 5% al 7%.2*
Sung et al.?® demostraron en 2012 que existe una fuerte asociacion adicional entre el
higado graso y la diabetes incidente, independientemente de la resistencia a la insulina.
Posteriormente, Park et al.?® mostraron que la tasa de incidencia de DMT2 aumenté
progresivamente de acuerdo con la gravedad de la EHGNA (normal: 7,0%, leve: 9,8%,
moderada a severa: 17,8%). Estos resultados se confirmaron mas tarde en un estudio
donde los pacientes que padecian EHNA en lugar de HGNA, tenian mas probabilidades
de ser diabéticos (56% frente a 21%) y aquellos que tenian fibrosis avanzada o cirrosis,
fueron més propensos a ser diabéticos que aquellos sin fibrosis avanzada (89% frente
a47%). '

13
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Por otro lado, la obesidad -especificamente la adiposidad visceral- provoca un aumento
en la acumulacion hepatica de 4cidos grasos libres, asi como una disminucién en su
oxidacion, y una alteracion en el metabolismo de la glucosa, lo que contribuye a la RI.
También implica la produccién de citocinas proinflamatorias que finalmente resulta en
disfuncion endotelial y aterosclerosis. Asi pues, se ha demostrado que la EHGNA esta
fuertemente relacionada con la obesidad ya que las probabilidades de padecer la
enfermedad aumentan significativamente con el riesgo de enfermedad metabdlica y un
indice de masa corporal (IMC) alto.?®

Respecto a las enfermedades cardiovasculares, gran cantidad de articulos han
informado una fuerte asociacion entre la EHGNA y varios marcadores de aterosclerosis
subclinica, como aumento del grosor de la intima-media carotidea, aumento de la
calcificacion de la arteria coronaria y rigidez de la pared arterial, y alteracion de la
vasodilatacion mediada por flujo. Todas estas asociaciones son independientes de los
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) y de las caracteristicas del
SM.230 Ademas, se han encontrado datos que relacionan la EHGNA con anormalidades
en la estructura y funcion cardiaca tanto en individuos pediatricos como en adolescentes
y adultos, lo que hace suponer que los pacientes tienen cambios tempranos en el
metabolismo del sustrato miocardico. Curiosamente, otros estudios han demostrado que
la EHGNA se relaciona de forma independiente con un intervalo QTc prolongado, un
predictor de arritmias ventriculares y muerte subita cardiaca. Este hecho podria explicar
el aumento de la mortalidad por ECV asociada con la EHGNA. Finalmente, la presencia
de esclerosis valvular aértica y la fibrilacion auricular también se han relacionado con
EHGNA.?! Los hallazgos de todos estos estudios respaldan la afirmacion de que la
EHGNA se asocia significativamente con un aumento de la mortalidad y morbilidad por
ECV.2

1.5 FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO. HIPOTESIS DEL MULTIPLE “HIT”

El higado desempefia un papel clave en el metabolismo de los lipidos, importando
acidos grasos libres (AGLs) y fabricando, almacenando y exportando lipidos. Los
trastornos en alguno de estos procesos pueden alterar diversas vias metabdlicas e
inducir la RI, conduciendo al desarrollo de la EHGNA.

En condiciones fisiologicas, la sintesis de triglicéridos (TG) se estimula para eliminar el
exceso de AGLs. Los TG pueden almacenarse como gotas de lipidos dentro de los
hepatocitos o secretarse a la sangre como lipoproteina de muy baja densidad (VLDL,
por sus siglas en inglés). 3! La acumulacion de TG en el citoplasma de los hepatocitos
es una caracteristica distintiva de la EHGNA y surge de un desequilibrio entre la
adquisicion de lipidos (captacién de &acidos grasos y lipogénesis de novo) y la
eliminacion (oxidacion mitocondrial de &cidos grasos y exportacion como VLDL), tal y
como se muestra en la Figura 3.



Desregulacion de la via de sefializacién de Notch y su implicacion en la EHGNA | Angela Pastor Senovilla

Insulina Glucosa ® AGLs
&) &) 9

I

% Lipogénesis
de novo

Figura 3. La caracteristica distintiva de la EHGNA es la acumulacién de TG en el citoplasma de los
hepatocitos como resultado de un desequilibrio entre la entrada y salida de lipidos: 1) aumento en la
absorcion de AGLs derivada de la circulacion debido al aumento de la lipdlisis del tejido adiposo y/o de la
dieta; 2) aumento en los niveles de glucosa e insulina en respuesta a la ingesta de carbohidratos que
promueve la lipogénesis de novo; 3) disminucion en la oxidacion mitocondrial de acidos grasos; 4)
disminucion en la secrecién hepatica de TG al empaquetarse en VLDL. EHGNA, enfermedad del higado
graso no alcoholico; TG, triglicéridos; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; AGLs, acidos grasos
libres. Fuente: Elaboracion propia

Por ello, el proceso de desarrollo y progresion de la EHGNA es complejo y multifactorial.
Se han descrito diferentes teorias, siendo la "hipétesis de dos “hits”™ una de ellas. El
"primer “hit™ incluye la acumulacion de TG y AGLs en los hepatocitos. La resistencia a
la insulina y la hiperinsulinemia, tipicamente asociada con el aumento de peso u
obesidad, parecen ser los componentes claves del "primer “hit™ que resulta en
esteatosis. El "segundo “hit"™ activa las cascadas inflamatorias e implica
consecuentemente, disfuncidon mitocondrial, estrés oxidativo y peroxidacion de lipidos,
que conduce al dafio de los hepatocitos, inflamacion y desarrollo de la esteatohepatitis.*

Sin embargo, actualmente este punto de vista tan simple ha sido sustituido por la
“hipdtesis del multiple “hit™.* Esta hip6tesis considera el desequilibrio en el metabolismo
de los lipidos y la resistencia a la insulina como "primer “hit™, lo que lleva al desarrollo
de la esteatosis hepatica. Después del desarrollo de la esteatosis, el higado se vuelve
méas vulnerable a multiples dafios que pueden actuar en paralelo, incluyendo las toxinas
bacterianas derivadas del intestino, el desequilibrio de adipocina/citocina, disfuncion
mitocondrial, estrés oxidativo, lipotoxicidad, desregulacion de la apoptosis de
hepatocitos, disbiosis intestinal y liberacion de factores profibrogénicos y mediadores
proinflamatorios. Estos factores pueden estimular colectivamente la inflamacion,
apoptosis, fibrosis y, finalmente, la disfuncion hepética o el desarrollo de un tumor
(Figura 4).1®
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Figura 4. Mecanismos implicados en la hipétesis del multiple “hit” para el desarrollo de la EHGNA.
Los factores dietéticos y ambientales, junto con la obesidad, conducen a niveles séricos elevados de FFA 'y
CH, desarrollo de resistencia a la insulina, proliferacion y disfuncién de los adipocitos y cambios en el
microbioma intestinal. La resistencia a la insulina promueve la disfuncion del adipocito, induce la lipdlisis y
la liberacion de adipocinas y citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, que también contribuyen a
mantener el estado de resistencia a la insulina. En el higado, la resistencia a la insulina amplifica la DNL.
Por otra parte, el aumento de FFA hepaticos promueve, por un lado, la sintesis y acumulacion de TG y por
otro, causa disfuncién mitocondrial, por o que aumenta la produccion de ROS y estrés del ER con activacion
de UPR, lo que conduce a inflamacién hepatica. FFA, acidos grasos libres; DNL, lipogénesis de novo; VLDL,
lipoproteinas de muy baja densidad; CH, colesterol; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; IL-6, interleucina-
6; IL-1B, interleucina-14, TG, triglicéridos; ROS, especies reactivas de oxigeno; ER, reticulo endoplasmico;
UPR, respuesta de proteina desplegada; LPS, lipopolisacaridos; NAFLD, enfermedad del higado graso no
alcohdlico; NASH, esteatohepatitis no alcohdlica. Fuente: “The multiple-hit pathogenesis of non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD)” (Buzzetti et al., 2016) *

1.6 DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO

La Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas, el Colegio
Americano de Gastroenterologia y la Asociacion Americana de Gastroenterologia
establecieron un enfoque basado en cuatro directrices para el diagnostico de la EHGNA.
Estipularon que el diagnostico de la EHGNA requiere (1) evidencia de esteatosis
hepatica, ya sea a través de imagenes o por histologia; (2) ausencia de consumo de
alcohol en cantidades significativas; (3) ausencia de otras etiologias de hepatopatia; y
(4) ausencia de otras causas de esteatosis hepatica.'> Algunas de las causas
secundarias comunes de la esteatosis hepatica son la hepatitis B y C cronica, consumo
elevado de alcohol, uso de medicamentos como corticosteroides, nutricion parenteral,
enfermedad de Wilson, enfermedad biliar, hepatitis autoinmune y desnutricion. 2

Se debe sospechar la EHGNA en pacientes obesos, diabéticos o que presenten un SM,
asi como en aquellos individuos cuyas funciones hepaticas se encuentren anormales en
las pruebas bioquimicas o cuyas imagenes hepaticas sugieran higado graso. Sin
embargo, la EHGNA permanece asintomatica en una proporcién significativa de
pacientes, por lo que es con frecuencia una enfermedad infradiagnosticada. °-3

La esteatosis hepatica se puede identificar a través de métodos invasivos 0 no invasivos

como son las pruebas serolégicas o pruebas de imagen, tal y como se muestra en la
Figura 5.
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Figura 5. Principales técnicas diagnoésticas para la enfermedad del higado graso no alcohdélica
(EHGNA). Fuente: Elaboracion propia.

La ecografia, la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética del higado
(IRM) son las principales técnicas de imagen utilizadas para el diagnéstico de la
EHGNA. Generalmente, alrededor del 30% de la esteatosis hepatica debe estar
presente para que estas tecnologias puedan detectar la enfermedad. *2

Aunque estos métodos de diagndstico por imagenes pueden evaluar esteatosis hepéatica
ylo cirrosis, ninguno puede determinar la fibrosis y EHNA. La evaluacién no invasiva de
fibrosis y EHNA se puede llevar a cabo mediante elastografia. Esta técnica evalta la
rigidez hepética, que se ha correlacionado con la cantidad de fibrosis en el higado. La
elastografia transitoria o Fibroscan® tiene una precision de, aproximadamente, el 90%
en la deteccion de fibrosis avanzada y cirrosis.

Dentro de las pruebas invasivas, la biopsia hepética es la técnica gold standard. No sélo
confirma el diagnéstico de la EHNA, sino que da informacion sobre el grado de fibrosis,
esteatosis y necroinflamaciéon.®? Debe considerarse en aquellos pacientes con higado
graso que después de técnicas de imagen, anormalidades de laboratorio y/o métodos
no invasivos, presentan un mayor riesgo de padecer EHNA vy fibrosis avanzada.* No
obstante, puede originar graves complicaciones clinicas como dolor, sangrado
intraperitoneal, infeccion y lesion accidental de otros 6rganos.

Dado que actualmente la biopsia de higado sigue siendo la técnica de referencia, hay
un gran interés en el desarrollo de biomarcadores no invasivos para diagnosticar tanto
la fibrosis hepatica como la cirrosis. 32

1.7 TRATAMIENTO

El mejor enfoque para la gestion de la EHGNA genera controversia debido a la
comprension incompleta de la enfermedad. Los objetivos principales del tratamiento son
mejorar la esteatosis y prevenir la progresion, por lo que un cambio del estilo de vida y
el tratamiento de los factores de riesgo son fundamentales para manejar la
enfermedad.®? Las intervenciones médicas y quirtrgicas actian como tratamientos de
segunda linea (Figura 6).
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Se ha estudiado que la pérdida de peso a través de la restriccion caldrica y el aumento
de la actividad fisica mejoran la funcién e histologia del higado. Una dieta isocalérica
baja en grasas y rica en hidratos de carbono ayuda a controlar la EHGNA y reducir la
RI. 32

Ademas de la pérdida de peso de forma natural, también se usan medicamentos como
orlistat y sibutramina para controlar el peso. Orlistat es un inhibidor de lipasas que
previene la absorcion de grasa en el higado y el intestino, mientras que la sibutramina
es un antagonista de la recaptacion de serotonina y suprime el apetito. Ambos farmacos
han demostrado disminuir la esteatosis hepatica y los niveles de transaminasas séricas,
pero presentan graves efectos secundarios. %

Por su parte, la cirugia bariatrica es un método préactico para las personas que padecen
obesidad y diabetes con HGNA, ya que provoca una pérdida de peso, reduce la
inflamacién y mejora la supervivencia a largo plazo. 32

Varias intervenciones farmacéuticas se han utilizado para tratar tanto el HGNA como la
EHNA. Se han estudiado ampliamente los efectos de los antioxidantes, ya que el estrés
oxidativo se considera un mecanismo clave en la lesion hepatocelular y progresion de
la enfermedad. La vitamina E es el antioxidante mas estudiado y su administracién se
asocia con una mejoria en todos los parametros histoldgicos, como la esteatosis, la
inflamacién lobular y la fibrosis, en comparacién con el grupo control. 32

La administracién de farmacos hipolipemiantes se ha evaluado en pacientes con
EHGNA y se ha visto que el uso de estatinas puede mejorar los resultados adversos
relacionados con la EHNA en pacientes con enfermedades concurrentes, como
hiperlipidemia, DMT2 y SM.*? Las tiazolidinedionas, son agonistas de los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) y tienen amplios efectos en el
metabolismo de la glucosay los lipidos, asi como en la biologia vascular y la inflamacion.
Se han llevado a cabo diversos estudios que han demostrado que la pioglitazona mejora
la histologia hepatica en pacientes con y sin DMT2 con EHNA. 34

Por otro lado, se ha mostrado interés en investigar el papel de los agonistas del péptido
similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) como agentes terapéuticos en pacientes con
EHGNA.*®

Se ha visto que los ligandos sintéticos que activan el receptor X farnesoide (FXR), como
el &cido obeticdlico, mejoran la sensibilidad a la insulina y presentan efectos
antiinflamatorios y antifibréticos. Otra via potencial que impulsa la actividad de FXR es
la liberacién de los factores de crecimiento FGF19 y FGF21.%°

Otras posibles dianas metabdlicas son los agentes antihipertensivos como los acidos
grasos omega-3 y los bloqueadores de los receptores de angiotesina. Por otro lado, los
agentes antiapoptéticos como el glutation o los inhibidores de caspasas, los
mecanismos antifibréticos como inhibidores de la lisil oxidasa-2 (LOXL-2) y el ARNip de
la proteina de choque térmico 47, también se estan considerando como posibles dianas
terapéuticas para la terapia de la EHGNA.*®

Las vias proinflamatorias que involucran la sefializacion de la apoptosis quinasa-1 (ASK-
1)-INK, MAP quinasas, ERK y NFkB son mediadores de la inflamacion y, por lo tanto,
objetivos potenciales para la terapia. Friedman et al.*® observaron que la inhibicién de
los receptores de quimiocina CC tipo 2 (CCR2) y tipo 5 (CCR5) redujo la progresién de
la fibrosis a corto plazo. Ademas, se estan estudiando como inhibidores de citocinas
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proinflamatorias, la pentoxifiina y el tocilizumab (inhibidores de TNF e IL-6,
respectivamente).

Finalmente, la modulacion de la microbiota intestinal con prebiéticos, probidticos o
antibioticos se esta estudiando como posible diana para prevenir la disbiosis intestinal,
la cual ya se ha visto anteriormente que esta fuertemente ligada a la progresion de la
enfermedad. *°

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA EHGNA Y LA EHNA

( Dianas metabélicas ) (" Estrés celular y apoptosis ) ( Dianas inmunes )
/ \ e N
> Cambios del estilo de vida: dieta, gjercicio [ > Vitamina E > Inhibidores de los receptores
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Figura 6. Principales estrategias terapéuticas para el tratamiento de la EHGNA y la EHNA. EHGNA,
enfermedad del higado graso no alcohdlico; EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica; FXR, receptor X
farnesoide; PPAR, receptores activados por proliferadores de peroxisomas; LOXL-2, lisil oxidasa-2; TNF,
factor de necrosis tumoral, TNF; IL-6, interleucina-6. Fuente: Elaboracion propia.

2. TOLL-LIKE RECEPTORS Y LA ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO

Uno de los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la EHGNA es el proceso de
la disbiosis intestinal. En este sentido, los receptores tipo Toll (o toll-like receptors, TLRS)
son receptores que median el reconocimiento de patrones moleculares conservados de
origen microbiano y regulan las respuestas inmunes innatas y adaptativas. Se ha
observado que desempefian un papel fundamental en la fisiologia y fisiopatologia del
higado, ya que en pacientes con enfermedad hepética crénica se produce un aumento
de la translocacién de bacterias intestinales.3” En consecuencia, los componentes de las
bacterias intestinales denominados patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs, por sus siglas en inglés), se acaban liberando a la circulacién sanguinea
debido a la disbiosis intestinal promovida por factores como una dieta alta en grasas vy,
a través de la vena porta, llegan a las células hepaticas donde activan los TLRs
desencadenando la produccién de citocinas proinflamatorias. Estas citocinas, a su vez,
inducen la acumulacion de lipidos en los hepatocitos, la muerte celular y promueven la
fibrosis hepética. 339

Por tanto, la patogénesis de la EHGNA se ha asociado con los TLR, incluidos TLR2,

TLR4 y TLR9, los cuales reconocen lipopolisacéridos (LPS), peptidoglucanos, y ADN
bacteriano, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. TLRy su sefializacion en la EHGNA. Las células de Kupffer responden a los ligandos TLR como
el LPS y el ADN bacteriano a través del TLR4 y TLR9, respectivamente. Tras la uniéon TLR, MyD88, una
molécula adaptadora, es reclutada para transmitir las sefiales que activan NF-kB y JNK. Las células de
Kupffer activadas producen citocinas inflamatorias como TNFa e IL-1 y quimiocinas como MCP-1 (CCL2).
Estas citocinas y quimiocinas inflamatorias inducen la acumulacion de lipidos en los hepatocitos y la muerte
celular. Ademas, TNF a e IL-18 promueven la fibrosis hepatica mediante la activacion de células estrelladas
hepaticas. Otras células, incluidas las células hepéaticas residentes, las células infiltradas en el higado y los
macroéfagos de tejido adiposo producen diversos mediadores en respuesta a los ligandos TLR. Estas vias
también contribuyen al desarrollo de la EHGNA. LPS, lipopolisacaridos; TLR4, toll-like receptor 4; TLR9, toll-
like receptor 9; MyD88, respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88; NF-kB, factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; JNK, quinasa c-Jun N-terminal; TNF-¢, factor de
necrosis tumoral alfa; IL-14, interleucina 15, MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos 1 Fuente: “Role
of toll-like receptors and their downstream molecules in the development of nonalcoholic fatty liver disease”
(Miura et al., 2010) #°

3. PROTEINAS NOTCH

3.1 ViA DE SENALIZACION DE NOTCH

Las proteinas Notch son una familia de receptores involucrados, por un lado, en la
diferenciacion celular durante la embriogénesis, participando en diferentes procesos
como la expresion de genes en la somitogénesis, la vasculogénesis y la regulacion de
las células madre endocardicas y hematopoyéticas, entre otras. Por otra parte, también
participan en la homeostasis de diferentes tejidos, como el pulmén, la piel, el higado o
el intestino.*! La via de sefializaciéon Notch ademas tiene un importante papel en la
regulaciéon del desarrollo y funcién del sistema inmunoldgico tanto innato como
adaptativo. Tiene implicaciones en el SM a través de la regulacién de la especificacion
de los macréfagos M1 frente a M2, entre otros mecanismos. #2

Existen pocos genes diana de Notch, siendo la familia de los hairy enhancer of split
(HES) y los relacionados con Hes (HEY) los mejor caracterizados. Estos genes ejecutan
gran parte de los procesos bioldgicos y parece que juegan un papel clave en la fibrosis
hepéatica. 4
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3.2 PATOLOGIAS IMPLICADAS

La sefalizacion de Notch esta implicada en el desarrollo de diversos sistemas como el
sistema nervioso central, el cardiovascular, el respiratorio o el endocrino, entre otros.
Una alteracion en la via Notch se vincula a una gran variedad de enfermedades tanto
neoplasicas como no neoplasicas. Mutaciones en el gen Notch3 causan la arteriopatia
cerebral autosdmica dominante con infartos subcorticales y leucoencefalopatia
(CADASIL, por sus siglas en inglés). Otros trastornos ocasionados por mutaciones en
la via de Notch son el sindrome de Alagille, sindrome de Hajdu-Cheney, enfermedades
valvulares aérticas, disostosis espondilocostal, accidente cerebrovascular isquémico o
enfermedad pleiotropica hereditaria. 44

Ademas, los individuos que portan mutaciones en Notch se han relacionado con el
cancer, concretamente con la leucemia linfoblastica aguda (LLA-T), el cancer de
pulmén, de piel, de higado, de mama o de préstata. 4°

3.3 IMPLICACION DE NOTCH EN LA ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO
NO ALCOHOLICO

Tal y como se ha comentado anteriormente, la sefializacion de Notch es importante para
el desarrollo adecuado del sistema biliar y también esta implicada en la regeneracion y
reparacion del higado, el metabolismo hepéatico, la fibrosis y el CHC. 46

Se ha visto que la via de sefializacion de Notch esta fuertemente ligada al metabolismo
lipidico y de glucidos en los hepatocitos, tal como muestra la Figura 8. La desregulacion
de esta via puede dar lugar a distintas complicaciones como desbalance metabdlico,
gque, en consecuencia. favorece la acumulacién de lipidos en el hepatocito, la Rl y el
estrés celular. ¢
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Figura 8. La via de sefalizacion de Notch regula la gluconeogénesis y la lipogénesis de los
hepatocitos y activa las células inflamatorias. La sefializacion de Notch comienza con la interaccion entre
el ligando de proteina similar a delta (DDL, por sus siglas en inglés) o el ligando Jagl y los receptores
Notch1-4. Los receptores Notch son proteinas transmembrana que estan compuestas por un dominio
extracelular (NECD), uno transmembrana (TM) y un dominio intracelular (NICD).*” Cuando el ligando se une
al NECD, induce la escision proteolitica y la liberacion del NICD, que ingresa en el nicleo y promueve la
supervivencia y la diferenciacion mediada por PI3K a través de la represion de HES por parte de PTEN. En
este momento, la via de la insulina-PI3K-Akt activa mTOR, que a su vez activa Srebplc, un factor clave que
promueve la transcripcion de Fasn. Fasn es una enzima limitadora de la tasa de lipogénesis y promueve la
sintesis de TAG favoreciendo la acumulacion de gotas de lipidos en el citoplasma.“® Esta acumulacion inicia
diversas respuestas inflamatorias en otras células, lo que resulta en la activacion de las células estrelladas
hepéticas, generando un microambiente inflamatorio.*® Ademas, la sefializacién de Notch regula la
produccion hepatica de glucosa mediante la sinergia con FoxO1, esta proteina activa la transcripcion de
G6pc que promueve el transporte de la glucosa al exterior celular. Cuando FoxO1 es fosforilado por Akt,
este se excluye del ndcleo y por tanto se evita la transcripcion de Gépc, dando lugar a la acumulacién de
glucosa en el hepatocito. Jagl, Jaggedl; PI3K, fosfoinositol 3-quinasa; HES, hairy enhancer of split; PTEN,
homdlogo de fosfatasa y tensina; Akt, serina/treonina quinasa; mTOR, diana de la rapamicina en mamifero;
Srebplc, proteina de union del elemento regulador del esterol-1c; Fasn, acido graso sintasa; TAG,
triglicéridos; FoxO1, proteina de caja de horquilla-O1; G6pc, subunidad catalitica de la glucosa-6-fosfatasa.
Fuente: “Deregulation of hepatocyte Notch signaling in relation with hepatic lipid metabolism in obese women
with non-alcoholic fatty liver disease” (Auguet et al., 2020 (article in press))

La activacion de esta via promueve una estimulacion del sistema inmune que da lugar
a la inflamacion de bajo grado en el higado. La continuidad de este estado
proinflamatorio es dafiino para el tejido hepatico, por lo que se activan mecanismos de
fibrosis que pueden dar lugar a la cirrosis, la disfuncion hepética e incluso la muerte. La
acumulacion lipidica y la activacién continuada del sistema inmune en los hepatocitos
promovida por la via de sefializacion de Notch, favorece la progresion de la esteatosis
a esteatohepatitis y posteriormente a fibrosis.
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La activacién de Notch actua favoreciendo la patogenia de la EHGNA en sinergia con la
activacion de la via de los TLRs en el higado. Como ya se ha mencionado, los TLR son
receptores de reconocimiento de patrones involucrados en la deteccién y eliminacion de
antigenos extrafios.® Diversos estudios han demostrado que los TLR juegan un papel
importante en la fisiopatologia de una variedad de enfermedades hepaticas, incluida la
EHGNA. Se ha visto que estos receptores se expresan en todos los tipos de células del
higado, incluyendo hepatocitos, células de Kupffer o células estrelladas hepaticas, entre
otras.%°

La interaccion de los TLR con sus ligandos especificos conduce a la produccion de
varias citocinas necesarias para las respuestas inmunes tanto innatas como
adaptativas, por lo que se ha sugerido que estos receptores activan indirectamente las
vias Notch en la EHGNA. Ambos cooperan para inducir la produccién de citocinas
inflamatorias como TNF, IL-6 e IL-12 y activar los genes diana de Notch, incluidos los
represores transcripcionales HES1 y HEY1. Este Ultimo participa en la regulacion de la
autorrenovacion de células de cancer de higado.®®
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VI.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La activaciéon de la via de Notch promueve la acumulacion de lipidos en los hepatocitos
y el desbalance del metabolismo de la glucosa. Debido a estos factores y a que la
activacion de Notch se ha relacionado con la de los TLRs -receptores fuertemente
ligados a la progresion de la EHGNA- es plausible hipotetizar que la desregulacion de
la via de sefializacion de Notch esté fuerte y directamente relacionada con la patogenia
de la EHGNA y con los diferentes grados de la enfermedad.

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue explorar el papel de la ruta de
sefializacion hepatica de las proteinas Notch en la patogénesis de la EHGNA en
una cohorte de mujeres con obesidad mérbida. Ademés, como objetivos secundarios se
pretendid tanto estudiar la relacion entre la expresién de los genes Notch y los
receptores TLRs, como analizar la asociacion del metabolismo lipidico hepatico con la
expresion de los receptores y ligandos de la via Notch.
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VI.  MATERIALES Y METODOS

1. Poblacién de estudio:

La cohorte de estudio consistié en 57 pacientes del Hospital Universitario Joan XXl
(HUJXXIII) de Tarragona, todas ellas mujeres caucésicas, con obesidad morbida (OM)
(IMC>40 kg/m?). Con la colaboraciéon del Servicio de Cirugia del Hospital Universitario
Sant Joan de Reus, se llevé a cabo una cirugia bariatrica laparoscépica, con el fin de
obtener biopsias hepaticas para el diagndstico clinico de los pacientes. El estudio fue
aprobado por la Junta de Revision Institucional (IRB) y todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito para poder participar en esta investigacion médica
del Grupo de Estudio de Enfermedades Metabolicas Asociadas a la Insulino-Resistencia
(GEMMAIR).

Los criterios de exclusion utilizados durante la investigacion fueron los siguientes: (1)
sujetos con un consumo de alcohol superior a 10 g/dia; (2) individuos que padecen
enfermedades hepaticas, inflamatorias, infecciosas o neoplasias agudas o crénicas; (3)
mujeres menopausicas o sometidas a un tratamiento basado en anticonceptivos; (4)
pacientes diabéticos que toman pioglitazona o insulina; y (5) pacientes tratados con
antibidticos en las 4 semanas previas a la operacion.

2. Tamanfo de la muestra:

Aceptando un riesgo a de 0,05 y uno B menor de 0,2 en un contraste bilateral, son
necesarios 20 sujetos por grupo para detectar diferencias = 0,2 unidades. Se asume
una desviacion estandar comun de 0,3.

3. Andlisis histopatol6gicos del higado:

Las muestras de higado fueron examinadas por hepatopat6élogos expertos del Servicio
de Anatomia Patoldgica del HUJXXIII. Se utilizaron los métodos descritos anteriormente
por Kleiner et al.,® quienes llevaron a cabo una tincién del tejido hepatico con
hematoxilina y eosina y una tincion tricomica de Masson. Posteriormente, se establecié
un sistema de puntuacion segun las caracteristicas histolégicas de los pacientes. En
este estudio, las mujeres con OM se subclasificaron en tres grupos: histologia hepatica
normal (HN) (n=20), ES (esteatosis micro/macrovesicular sin inflamacion ni fibrosis,
n=21) y EHNA (grados 1-2 de Brunt, n=15). Es importante destacar que ninguno de los
pacientes de la cohorte con EHNA presentaba fibrosis.

4. Analisis bioquimicos:

Todos los pacientes se sometieron a evaluaciones fisicas, antropométricas y
bioquimicas para la determinacion de los siguientes parametros: edad, peso, indice de
masa corporal (IMC), glucosa, insulina, HOMA1, hemoglobina glicosilada (HbAlc),
colesterol, lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL),
triglicéridos, aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT),
gamma-glutamil transferasa (GGT), fosfatasa alcalina (ALP), presion arterial sistolica
(PAS) y presion arterial diastélica (PAD). Las muestras de sangre se obtuvieron tanto
de sujetos obesos con OM como de sujetos control (IMC<30 kg/m?). En el laboratorio
clinico del HUJXXIII se obtuvo el plasma de las muestras de sangre y se almaceno a -
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80°C. Los parametros bioquimicos se examinaron usando un analizador automatico
convencional después de 12 horas de ayuno. La resistencia a la insulina (RI) se evalu6
mediante el modelo de homeostasis de Rl (HOMAL).

Los niveles de citocinas circulantes en plasma de interleucina 1 (IL-1p3), interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (IL-8), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), inhibidor del
activador de plasminogeno total-1 (tPAI-1), proteinas quimiotacticas de monocitos-1
(MCP-1) y adiponectina se determinaron con una técnica de inmunoensayo multiplex en
formato sandwich y con paneles de citoquinas miliplex (MILLIPLEX MAP Human
Adipokine Magnetic Bead Panel 1 (HADK1MAG-61K, Millipore, 331 Billerica, MA, USA)
y MILLIPLEX MAP Human High-Sensitivity T Cell Panel (HSTCMAG28SK, 332 Millipore,
Billerica, MA, USA)), siguiendo las instrucciones del desarrollador en el instrumento Bio-
Plex 100 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) en el Centro de Ciencias Omicas (COS) de
Reus asociado a la Universidad Rovira i Virgili.

Los niveles circulantes de interleucina 22 (IL-22), interleucina 13 (IL-13), interleucina 10
(IL-10) e interleucina 17 (IL-17) fueron medidos por duplicado a través de un
inmunoensayo enzimético (ELISA) segun las instrucciones del desarrollador
(Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) en el laboratorio del Instituto de
Investigacion Sanitaria Pere Virgili (IISPV) asociado al HUJXXIIL.

5. Extraccion de ARN y PCR cuantitativa:

Las muestras de higado se recogieron después de la cirugia bariatrica y se conservaron
a 4°C en la soluciéon de estabilizacibn RNAlater (Qiagen, Hilden, Alemania). Este
reactivo inactiva las ribonucleasas (ARNasa) y protege el ARN celular en muestras de
tejido y células intactas y no congeladas. Posteriormente, las muestras se procesaron y
almacenaron a -80°C en el laboratorio del IISPV.

La extraccién y purificacion del ARN total del tejido hepatico se llevo a cabo utilizando
el mini kit RNeasy (Qiagen, Barcelona, Espafia). La transcripcion inversa a ADN
complementario (ADNc) se realizé con el kit de alta capacidad de ARN a ADNc (Applied
Biosystems, Madrid, Espafia). La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) se llevo a
cabo a través del ensayo TagMan disefiado previamente por Applied Biosystems para
la deteccidn de los genes descritos en la Tabla 1. Todas las reacciones se llevaron a
cabo por duplicado en placas de 96 pocillos utilizando los sistemas de PCR en tiempo
real 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.).
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Tabla 1. Genes y sus correspondientes referencias detectados a través de la RT-qPCR

GEN REFERENCIA
LXRa Hs00173195 m1l
FXR HS00231968_M1
SREBP1c Hs01088691 ml
ACC1 Hs00167385_m1
FAS Hs00188012 _m1l
PPARa Hs00947538 m1l
CPT1a Hs00912671 m1l
CROT Hs00221733_ml
ABCA1l Hs01059118 m1l
ABCGl1 Hs00245154 m1l
HES1 Hs00172878 m1l
HESS5 Hs01387463 g1
HEY1 Hs00232618 m1l
HEY?2 Hs00232622_m1l
NOTCH1 Hs01062014 ml
NOTCH2 Hs01050702_m1
NOTCH3 Hs00166432_m1
NOTCH4 Hs00965889 m1l
TLR2 Hs02621280 s1
TLR4 Hs00152939 ml
TLR9 Hs00370913_s1
ARN ribosémico 18S* Fn04646250 s1

*El ARN ribosémico 18S fue utilizado como gen constitutivo. Receptor hepatico X alfa (LXRa); Receptor X
farnesoide (FXR); Proteina 1c de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP1c); Acetil-CoA
carboxilasa-1 (ACC1); Acido graso sintasa (FAS); Receptor alfa activado por proliferadores de peroxisomas-
a (PPARa); Carnitina palmitoiltransferasa-1A (CPT1A); Carnitina O-octanoiltransferasa (CROT); Proteina
transportadora de casetes de unién a ATP Al (ABCAL); Proteina transportadora de ATP G1 (ABCG1);
Factor de transcripcion 1 de la familia HES (HES1); Factor de transcripcion 5 de la familia HES (HESD5);
Factor de transcripcion 1 de la familia HEY (HEY1); Factor de transcripcion 2 de la familia HEY (HEY2);
Factor de transcripcion 1 de la familia Notch (NOTCH1); Factor de transcripcién 2 de la familia Notch
(NOTCHZ2); Factor de transcripcion 3 de la familia Notch (NOTCH3); Factor de transcripcion 4 de la familia
Notch (NOTCH4); Receptor 2 tipo Toll (TLR2); Receptor 4 tipo Toll (TLR4); Receptor 9 tipo Toll (TLR9).

6. Analisis estadistico:

Los datos se analizaron a través del programa SPSS / PC + para Windows (version
23.0; SPSS, Chicago, IL, EE. UU.). La prueba de Kolmogorov-Smirnov se utiliz6 para
evaluar la distribucion de variables. Las variables continuas se informaron como la
media *+ desviacion estandar; las variables no continuas se informaron como la mediana
y el percentil 25-75 y las variables categdricas se mostraron como recuentos
(porcentaje). Los diferentes andlisis comparativos se llevaron a cabo mediante la prueba
U no paramétrica de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis, de acuerdo con la
presencia de dos 0 méas grupos. La fuerza de la asociacion entre variables se calculd
utilizando el método de Pearson (variables paramétricas) y la prueba de correlacion p
de Spearman (variables no paramétricas). Los valores de p <0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.
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VIlIl.  RESULTADOS

1. Caracteristicas basicas de la poblacién de estudio:

Se estudiaron las principales caracteristicas de la cohorte de estudio incluidos los
parametros antropométricos y bioquimicos, tal y como se muestra en la Tabla 2. Los
sujetos se clasificaron segun su histologia hepéatica como individuos con OM e HN
(n=20) y OM con EHGNA (n=37). En ambos grupos, se obtuvieron resultados similares
en cuanto la edad, peso, IMC, insulina, HOMAL, HbAlc, colesterol, triglicéridos, GGT,
ALP vy presion arterial. Sin embargo, los andlisis bioquimicos mostraron que las
concentraciones de glucosa, AST y ALT eran significativamente mayores en los
individuos con EHGNA que en las mujeres con HN.

Tabla 2. Variables antropométricas y bioquimicas de la cohorte de pacientes obesos clasificadas
segun las caracteristicas histopatoldgicas.

HN EHGNA

VARIABLES

Edad (afios)

(N =20)
Media + DE

45,33 +£ 10,15

(N=37)
Media + DE

47,81 £ 9,03

0,321

119,70 + 16,52 112,86 + 13,24 0,086
43,88 + 6,43 43,78 + 4,69 0,942
82,96 + 20,98 101,88 * 46,23* 0,026
11,43 + 8,64 11,87 + 11,84 0,887
10,51 + 15,34 15,32 + 21,93 0,462
5,49 + 0,30 5,92+ 1,14 0,054
180,83 + 32,38 177,14 + 44,16 0,733
46,88 + 11,16 42,51 + 9,55 0,180
112,69 + 25,26 106,55 + 34,06 0,478
105,94 + 26,43 128,52 + 83,24 0,154
21,88 + 10,90 32,48 + 22,75* 0,014
22,36 + 8,87 36,04 + 23,98* 0,002
27,80 + 33,18 31,04 + 32,08 0,659
65,23 + 15,64 68,45 + 13,70 0,457
118,94 + 17,02 117,71 + 12,465 0,781

AD 65,684 + 10,38 65,92 + 9,37 0,934

HN, higado normal; EHGNA, enfermedad del higado graso no alcohdlico; IMC, indice de masa corporal,
HOMA1, método de evaluacién del modelo homeostatico de resistencia a la insulina; HbAlc, hemoglobina
glicosilada 1c; HDL-C, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LDL-C, colesterol de lipoproteinas de
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baja densidad; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma-
glutamiltransferasa; ALP, fosfatasa alcalina; PAS, presion arterial sistolica, PAD, presion arterial diastdlica.
La resistencia a la insulina se estimé mediante la evaluacién del modelo de homeostasis de la Rl (HOMAL).

Los datos se expresan como la media + DE. *Diferencias significativas entre el grupo con HN y el grupo con
EHGNA (p<0,05).

2. Evaluacion de los receptores Notch y la expresion de los ligandos segun la histologia
hepatica:

Se evaluo la expresion hepética de los receptores Notch y sus ligandos en una cohorte
de mujeres con OM. De todos ellos, se observd una expresion hepatica de HES5
significativamente menor en pacientes con EHGNA en comparacion a aquellos
individuos que tenian una histologia hepatica normal (Figura 9). Posteriormente, los
sujetos con EHGNA se clasificaron en términos de su gravedad histolégica en ES y
EHNA. En este caso, no se observaron diferencias significativas en la expresion de los
receptores y ligandos de Notch estudiados.

2.0:107 p=0025

1.5x107

1.0:107

5.0,10°°

Expresion del ARNm de HESS (U.A))

HN EHGNA

Figura 9. Expresion hepéatica diferencial de HES5 entre mujeres con OM con histologia de HN y
mujeres con OM con EHGNA. U.A., unidades arbitrarias; OM, obesidad morbida; EHGNA, enfermedad de
higado graso no alcohdlica. HN; higado normal. Un valor p<0,05 se consideré estadisticamente significativo.

3. Correlaciones entre la expresion hepatica de HES5 con la expresion hepatica de
otros receptores y ligandos de Notch:

Al analizar la relacién de la expresion hepatica de HES5 con los otros receptores y
ligandos Notch estudiados, se observo que HES5 se correlacionaba positivamente con
HES1, HEY1 y Notch3, tal y como se indica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Correlaciones entre la expresion hepatica de HES5 con la expresidn del higado de otros
receptores y ligandos Notch

p-valor

r
0,380 0,004+
0,371 0,005*
0,172 0,200
0,180 0,181
0,025 0,852

NOTCH3 0,334 0,011*
NOTCH4 0,195 0,146

HES, hairy enhancer of split; HES1, factor de transcripcion HES-1; HESS5, factor de transcripcion HES-5;
HEY, familia relacionada con Hes; HEY1, factor de transcripcion HEY-1; HEY2, factor de transcripcion HEY-
2. *Diferencias significativas (p<0,05)

4. Correlaciones de la expresion de los receptores y ligandos de Notch con los
parametros de biologia hepatica y parametros metabdlicos de la glucosa:

Se estudio la asociacién de los receptores Notch del higado y la expresién de los
ligandos con los parametros de la biologia hepética. Se demuestra que existe una
correlacion positiva entre la expresion hepatica de HES1 y los niveles de ALT (r=0,292,
p=0,029) y entre HEY1 y GGT (r=0,284, p=0,034) y Notch4 y GGT (r=0,297, p=0,026).

5. Correlaciones del receptor Notch del higado y la expresion de los ligandos con los
genes implicados en el metabolismo de los lipidos y los parametros bioquimicos de
los lipidos:

Para conocer el papel de la sefializacion Notch en la patogénesis de la EHGNA en
relaciéon con los genes relacionados con el metabolismo de los lipidos, se analizé la
correlacion entre la expresion de los receptores y ligandos Notch del higado y la
expresion hepatica de los siguientes genes: LXRa, FXR, SREBP1c, ACC1, FAS,
PPARa, CPT1, CROT, ABCA1 y ABCGH1. Los resultados presentados en la Figura 10
indican que, en la cohorte de mujeres con OM, la expresion hepatica de HES5 se asocio
positivamente con la expresion hepética de algunos genes clave implicados en el
metabolismo de los lipidos como ABCG1, CROT y SREBP1c.

Ademas, la expresion de HEY2 se asoci6 positivamente con la expresion de SREBP1c
(r=0,2948, p=0,0443), asi como la expresion hepatica de Notchl también se asocio
positivamente con la expresion de SREBP1c (r=0,2937, p=0,0451).

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, también se observo que la expresion de HEY?2
hepatico se correlaciona negativamente con el colesterol LDL (r=-0,352, p=0,028). Sin
embargo, no se pudo relacionar la expresion hepatica de las proteinas y ligandos Notch
con otros parametros metabdlicos lipidicos circulantes.
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Figura 10. Correlacion de la expresion hepatica del ligando Notch HES5 con la expresion hepatica
de los genes implicados en el metabolismo de los lipidos. ABCGL1, proteina transportadora de casetes
de unién a ATP-G1; CROT, carnitina O-octanoiltransferasa; SREBP1c, proteina de unién del elemento
regulador del esterol-1c; HES, hairy enhacer of split; HES5, factor de transcripcion HES-5. La relacién entre
las variables se calculé utilizando la prueba de correlaciéon r de Spearman. Un valor p<0,05 se considera
estadisticamente significativo.

6. Correlaciones de los receptores y ligandos Notch del higado con los niveles
circulantes de citocinas:

Se estudié la asociacion entre la expresion de los receptores y ligandos Notch hepéaticos
con los niveles circulantes en plasma de citocinas proinflamatorias implicadas en la
EHGNA. De todos ellos, solamente se observé una correlacion positiva entre la
expresion de HES5 vy los niveles de IL-13, asi como entre HEY1 e IL-6 (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlacion de los receptores y ligandos Notch del higado con la expresiéon de
diferentes proteinas e interleucinas.

HES1 HESS5 HEY1 HEY2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4

tPAI p-valor 0,499 0,578 0,215 0,241 0,960 0,475 0,667 0,098
(ng/ml)

-0,098 -0,081 0,178 -0,169 0,007 -0,103 -0,062 -0,237
MCP-1 p-valor 0,590 0,847 0,224 0,630 0,310 0,872 0,999 0,462

(pg/ml) r 0,081 -0,029 -0,183 -0,073 -0,153 0,024 0,000  -0,111
G pvalor 0795 0439 0887 0313 0535 0732 0268 0,260
Bl 00 011 0020 0144 0089 0049 0158 016l
=, pvalor 0574 0666 00245 0263 0556 0689 0338 0,779

r 0081 0062 0,166 -0,160 -0,084 -0,057 0,137  -0,040
"k, pwalor 0746 0,157 07268 0,183 0276 098 0868 0,754

r 0,047 -0,205 -0,161 -0,193 0,159 0,003 0,024  -0,046
[l pwalor 0131 0011* 0333 0486 0232 0488 0632 0577

r 0221 -0362 0,143 00103 0176 0,102 0071 0,083
[ pvalor 0551 0348 0,990 00990 0632 0961 0392 0,647

r 0,086 -0,135 0,002 0002 0,069  -0007 0,124 0,066
s pwalor 0391 0297 0687 0858 0738 0724 0821 0,189
(pg/ml) r 0,123 -0,149 0,058 0,026 0,048 0051  -0,032  -0,187
"5 palor 0465 0404 0029 0,125 0545 0881 0314 0,581
(pg/mi) r 0,105 0,119 0307 0,218 0087 0,022 00144  -0,079
(i pvalor 00961 0941 0055 0896 0988 0777 0287 0,229
(pg/ml) r 0,007 0011 0270 -0,019 -002 0041 0152  -0,172

IL-22 p-valor 0,073 0,880 0,316 0,398 0,097 0,134 0,082 0,994
(pg/ml)

0,256 0,022 0,145 0,122 0,238 0,215 0,249 0,001

HES, hairy enhancer of split; HES1, factor de transcripcion HES-1; HESS5, factor de transcripcion HES-5;
HEY, familia relacionada con Hes; HEY1, factor de transcripcion HEY-1; HEY2, factor de transcripcion HEY-
2; tPAI, inhibidor del activador del plasmindgeno total 1; MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos-1;
TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; IL-17, interleucina-17; IL-13, interleucina-13; IL-10, interleucina-10;
IL-8, interleucina-8; IL-6, interleucina-6; IL-1b, interleucina-1b; I[L-22, interleucina-22. *Diferencias
significativas (p<0,05)
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7. Correlaciones de los receptores y ligandos Notch del higado con los TLRs:

Al analizar la relacion entre los diferentes receptores y ligandos Notch con los principales
TLRs involucrados en la enfermedad, se demostré que existe una correlacion positiva
entre Notch2 y TLR2, TLR4 y TLR9. Por su parte, Notchl se correlaciona positivamente
con TLRY, tal y como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Correlacion de los receptores y ligandos Notch del higado con los TLRs.

HES1 HES5 HEY1l HEY2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4

1 p-valor 0,414 0,298 0,326 0,525 0,210 0,039* 0,125 0,978
r 0,122 -0,155 0,122 0,095 0,186 0,303 0,227 0,004
TLR4 p-valor 0,497 0,85 0,611 0,726 0,055 0,014* 0,145 0,828
r 0,102 0,027 0,102 0,052 0,281 0,355 0,216 0,032
TLR9 p-valor 0,553 0,430 0,531 0441 0,005* 0,025* 0,264 0,684
r 0,089 0,118 0,089 -0,115 0,406 0,327 0,166 -0,061

HES, hairy enhancer of split; HES1, factor de transcripcion HES-1; HESS5, factor de transcripcion HES-5;
HEY, familia relacionada con Hes; HEY1, factor de transcripcion HEY-1; HEY2, factor de transcripcion HEY -
2; TLR2, receptor toll-like 2; TLR4, receptor toll-like 4; TLR9, receptor toll-like 9.
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IX. DISCUSION

Los resultados obtenidos tras el estudio en una cohorte bien caracterizada de mujeres
caucasicas con OM y EHGNA, demuestran que existe una desregulacion de HESS, el
cual se correlaciona positivamente con la expresion hepética de HES1, HEY1 y Notch3.
No obstante, la novedad de esta investigacion radica en que las proteinas y ligandos
Notch se asocian positivamente con los genes relacionados con el metabolismo lipidico
del higado.

Aunque diversos estudios en roedores han relacionado la activacion de la via de
sefializacion de Notch con la EHGNA, no fue hasta 2013 cuando Valenti et al.>?
demostraron que un aumento de la activacién de la via Notch se correlacionaba
positivamente con la expresion de genes gluconeogénicos y la hiperglucemia en una
cohorte de pacientes con OM. En una cohorte de validacion, confirmaron la asociacion
positiva entre los genes de la familia HES/HEY vy la resistencia a la insulina, ademas de
demostrar una asociacion positiva independiente con el contenido de grasa hepatica.
Asimismo, observaron que la activacién de Notch en el higado se correlaciona mejor
con las medidas de inflamacién hepética que con la ES, lo que sugiere que puede
utilizarse como un marcador de la transicién de ES a EHNA. En este trabajo, a pesar de
que se observo una desregulacion de HES5 hepatica en mujeres con OM y EHGNA, no
se pudo demostrar una regulacion positiva de la via de Notch o una asociacion con la
presencia de EHNA. Por tanto, segun los resultados obtenidos, el ligando HES5 se
asocia con la esteatosis hepatica pero no se puede considerar un buen biomarcador
para determinar los diferentes estadios de la EHGNA, ya que su expresion no es
significativamente distinta en pacientes con ES frente a pacientes con EHNA. Ademas,
no se consiguio relacionar la expresion hepéatica de las proteinas y ligandos de Notch
con los pardmetros metabdlicos de la glucosa.

Por otra parte, se ha descrito que el aumento del contenido de lipidos hepaticos puede
deberse a la activacion inducida por nutrientes de la diana de la rapamicina en mamifero
(mTOR). Pajvani et al.>®*demostraron que la inhibicion de los receptores y ligandos Notch
protege el higado graso inducido por la obesidad y evita la esteatosis, probablemente al
producirse una disminucion de la lipogénesis de novo y un bloqueo del complejo 1 de
MTOR (MTORc1). Por el contrario, observaron que la sefializacién de Notch estabiliza
y activa mTORc1, lo que conduce a un aumento de la lipogénesis y el desarrollo del
higado graso. En este sentido, se estudié la relacién entre las proteinas y ligandos Notch
con los parametros metabdlicos de los lipidos. Se encontré una correlaciéon negativa
entre la expresion hepatica de HEY2 y el colesterol LDL. Ademas, se mostro por primera
vez que la expresion hepéatica de HES5 se relacionaba de forma positiva con la
expresion hepética de algunos genes clave relacionados con el metabolismo de los
lipidos en la cohorte de estudio. Por lo tanto, la sefializacion de Notch en la EHGNA se
asocia con la expresion de SREBP1c, CROT y ABCG1.

En otra investigacion, Zhu et al.>* describieron que la actividad de la via de sefializacién
Notch se asocia con la gravedad de la enfermedad, al observar que una activacion
forzada de la via en el hepatocito facilitaba la fibrosis. En este estudio, no se pudo
estudiar la relacién con la fibrosis porque ninguno de los pacientes con EHNA de la
cohorte presentaba fibrosis. Esto se podria explicar por el hecho de que la cohorte
estaba formada por mujeres de mediana edad sin otra causa de enfermedad hepatica
gue la obesidad y la RI.
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En este estudio, se ha descrito una correlacion positiva entre las proteinas Notch y los
TLR, lo que se ve respaldado por estudios previos en modelos animales que han
relacionado la via Notch con los receptores TLR y los niveles circulantes de citocinas.
En 2008, Palaga et al.*® descubrieron que diversos agonistas de TLR (TLR2, TLRS3,
TLR4 y TLR9) regulaban positivamente la expresion de la proteina Notchl. Ese mismo
afo, Hu et al.*® observaron que las proteinas Notch y los TLR cooperaban para aumentar
la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF, IL-6 e IL-12, asi como para
activar HES1 y HEY1. La expresion de estos fue inducida por PamsCys (un ligando de
TLR2), LPS (ligando de TLR4) y R848 (ligando de TLR7 y TLR8). Pese a que en este
estudio no se pudo demostrar una relacion entre Notchl y los receptores TLR2, TLR3 y
TLR4, si se pudo confirmar que existe una asociacién con el TLR9. Adicionalmente, en
el presente estudio también se ha podido observar una clara relacion entre HEY1 e IL-
6, lo que da evidencia de la relacion de los ligandos Notch con la activacion de los TLR
y el desencadenamiento de las cascadas de citocinas proinflamatorias.

En su investigacion, Foldi et al.>” estudiaron que Notchl y Notch2 contribuyen a la
regulacion positiva de Jaggedl en cooperacion con la via TLR. Ademas, observaron
gue la expresion de Jaggedl, DLL1 y DLL4 aumenté tanto por el ligando TLR4 como
por el TLR2. Estos resultados se han podido confirmar en este trabajo, ya que se
observo una correlacion positiva entre Notch2 y los receptores TLR2, TLR4 y TLR9.
Concretamente estos tres TLR se han relacionado ampliamente con la progresién de la
EHNA en modelos animales 585960 y se estd empezando a sopesar sobre su uso como
diana terapéutica para tratar la EHNA. ¢!

Posteriormente, Hildebrand et al.®? corroboraron todos estos resultados y demostraron
que la activacién de TLR4 estimula la expresion de DLL1 (el cual interacciona con
Notch2), a través de la activacion de STAT3. Ademas, STAT3 induce la sefalizacién
Notch mediada por DLL1 y este aumenta la IL-6 estimulada por TLRL. Como la unién
de IL-6 al receptor respectivo interviene en la activacion de la cascada JAK2 / STAT3,
es probable que exista un circuito de retroalimentacion positiva entre la ruta de Notch y
STAT3, tal y como se muestra en la Figura 11.

e ———
g ———

i HES/HD

Figura 11. Bucle de retroalimentacion positiva entre la sefializacion de Notch y STAT3 después de la
activacion de TLR. (1 + 1A) LPS estimula la produccion de IL-6 a través de la sefalizacion de NF-kB
mediada por TLR4. (2) IL-6 se une al receptor de IL-6 (IL-6R) y estimula la activacion de STAT3. (3) STAT3
induce la expresion de DLL1. (4) La DLL1 transmembranal se une al receptor Notch en las células vecinas.
El dominio intracelular del receptor de muesca (NICD) se transloca al nucleo, induce la transcripciéon HES/
HEY y media la acumulacion de NF-kB en el nucleo. Se mejora la produccion de IL-6. (5) La sefializacion
mejorada del receptor de IL-6 estabiliza la activacion de STAT3.
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(6) Se incrementa la expresion de PD-L1 dependiente de STAT3. TLR, receptores de tipo toll; STATS,
transductor de sefales y activador de la transcripcion-3; LPS, lipopolisacéaridos; IL-6, interleucina-6; NF-«B,
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; TLR4, receptor de tipo
toll-4; DLL1, proteina de tipo delta-1; HES, gen hairy enhancer of split; HEY, gen hairy ears Y-Linked; PD-
L1, ligando de muerte programada-1. Fuente: “The Interplay of Notch Signaling and STAT3 in TLR-Activated
Human Primary Monocytes” (Hildebrand et al., 2018) 2

Recientemente, Ponziani et al.®® observaron que la IL-13 aumentaba significativamente
en pacientes que padecen CHC. Esta interleucina puede inducir la sefializacién de vias
intracelulares como STAT1, STAT6 o NF-kB, por lo que esta involucrada en la
progresion del tumor. Sin embargo, aunque en este estudio se haya podido correlacionar
la expresion de HES5 con los niveles circulantes de IL-13, no se pudieron confirmar
estos resultados debido a la ausencia de fibrosis y CHC en pacientes que presentaban
EHNA. De todos modos, se puede pensar que esta clara asociacion podria ser un dato
prondstico para el futuro desarrollo de la fibrosis en los pacientes con EHNA, ya que la
cohorte esta compuesta por mujeres de mediana edad sin otra causa de enfermedad
hepatica que la obesidad y la resistencia a la insulina.

Por ultimo, es importante destacar que, aunque la cohorte permitié establecer relaciones
claras entre las mujeres con OM y EHGNA y la desregulacion de la proteina Notch
hepatica y la expresion de los ligandos (sin la interferencia de otros factores como la
edad), estos resultados no se pueden extrapolar a hombres, a mujeres de otras edades
0 a pacientes de peso superior o normal.
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X.  CONCLUSION

La expresién hepdtica de los receptores y ligandos Notch parece jugar un papel
importante en la regulacion de las vias de metabolismo de los lipidos en el higado. Por
un lado, se ha visto que las proteinas Notch presentan una fuerte asociacion con los
receptores TLR, asi como que una desregulacion de la via Notch se encuentra asociada
a la patogénesis de la EHGNA. Por otro lado, se ha visto que la expresién hepéatica de
HESS se correlaciona positivamente con la expresion hepatica de algunos genes claves
del metabolismo lipidico.
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XIl.  AUTOEVALUACION

Cuando me reuni con la Dra. Auguet por primera vez estaba inquieta y nerviosa, era la
primera vez que me enfrentaba al mundo laboral y, a pesar de no tener experiencia
previa en un laboratorio, Teresa depositdé su confianza en mi y me dio esta gran
oportunidad, que hoy con un poco de tristeza termino. Quisiera darle de nuevo las
gracias por ello.

Durante mi estancia de practicas he comprendido todo lo que hay detras de una
investigacion cientifica y he aprendido que no solo se basa en estar en un laboratorio.
Recopilar la informacion y bibliografia necesaria para realizar este estudio me ha hecho
darme cuenta de lo importante que es el trabajo previo para adquirir los conocimientos
necesarios, asi como el trabajo posterior frente a un ordenador para redactar informes
0 hacer estadistica, entre otras cosas. Todo este proceso ha hecho que mi interés por
la biomedicina incremente y me ha ayudado a consolidar los conocimientos adquiridos
durante estos afios, ademas de enriquecerme de nuevos.

Este trabajo ha supuesto una motivacion para mi y, como consecuencia de ello, creo
que he adquirido una actitud muy positiva. Escribirlo ha tenido un gran impacto en mi,
ya que he podido reconocer mis puntos débiles, asi como mis fortalezas, y, de esta
forma, poder mejorarlos. He podido desarrollar mi capacidad de organizacion, mis
habilidades resolutivas y de comunicacioén, asi como el trabajo en equipo. Me siento muy
satisfecha con el trabajo realizado, y espero que eso se refleje a la hora de leerlo.

Por todo ello, después de cuatro afios puedo decir que cierro una etapa en mi vida para
comenzar otra. Como futura biotecndloga que soy, me siento orgullosa de haber
superado esta etapa con creces, una etapa que me ha hecho crecer tanto personal
como profesionalmente, que me ha permitido aprender de grandes docentes e
investigadores y que me ha hecho sentir parte de la comunidad cientifica.



