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Los acidos biliares juegan un papel determinante en la funcion digestiva y excretora del
higado, siendo indispensable su secrecion activa hacia el espacio biliar para la
generacion del flujo de bilis por filtracion osmdtica. Ademas, los acidos biliares son
importantes sefiales integradoras implicadas en la regulacion del metabolismo
energético, la utilizacion de las grasas y los azlcares; y moléculas de modulacién de los

procesos inflamatorios y regenerativos del higado.

Existe una gran variedad de patologias asociadas a fallos en el metabolismo de los
acidos biliares. Se trata, en la mayor parte de los casos, de afecciones muy graves y
poco frecuentes, que afectan no solo al tejido hepético, sino que suponen trastornos
neuroldgicos, renales y endocrinos por acumulacion de metabolitos intermediarios. La
interrelacion existente entre las rutas biosintéticas de los &cidos biliares, los &cidos
grasos y las hormonas esteroideas, todas ellas moléculas derivadas del colesterol, y la
importancia de todas estas moléculas en la fisiologia y biologia celular del ser humano,
son probablemente la causa de la gran variedad y gravedad sintomatoldgica de este
grupo de patologias, en las que el efecto detergente de los &cidos biliares, trascendental
para el desarrollo de su funcion solubilizadora de grasas, constituye un importante
agente de dafio celular cuando se acumulan en los tejidos. El objeto de estudio de esta
Tesis Doctoral parte de un caso clinico. Se trata de un paciente adolescente del Dr. JesUs
Prieto Valtuille, especialista en Medicina Interna y en Hepatologia de la Clinica
Universidad de Navarra, que fue diagnosticado de episodios de colestasis intrahepatica
de causa desconocida. El signo clinico mas importante fue la elevacion de los niveles de
transaminasas séricas mantenida a lo largo del tiempo tras un episodio de
hepatotoxicidad severa que podria estar relacionada con un tratamiento con ibuprofeno
y diclofenaco de un proceso inflamatorio debido a una lesion traumatica de una rodilla.
Tras descartar las patologias asociadas a dafio hepatico mas comunes, el analisis
genético permitid identificar en el genoma del paciente una mutacion (c.673C>T) en
homocigosis en la region codificante del gen ACOX2, cuyo producto es la acil-CoA
oxidasa 2 (ACOX2), una enzima implicada en la sintesis de novo de &cidos biliares

localizada en los peroxisomas de los hepatocitos.

La hipdtesis de este proyecto es que un déficit funcional de la enzima peroxisomal

ACOX2 puede causar una deficiencia de acidos biliares maduros y la acumulacion de



metabolitos hepatotoxicos, comprometiendo, de esta manera, las capacidades
destoxificantes y regenerativas del higado. Esta alteracion podria estar presente en otros
casos de hipertransaminasemia persistente de causa no filiada, asi como constituir un
factor predisponente a la toxicidad por farmacos e incluso aumentar el riesgo

oncogenico.

Con estos antecedentes, nos planteamos como objetivo global de esta Tesis Doctoral
identificar las bases moleculares de este nuevo defecto congénito en el metabolismo de
los acidos biliares, definir los patrones de transmision genética, estudiar los factores
concomitantes que inducen su desarrollo, caracterizar su fisiopatologia y evaluar su
posible implicacion en la sensibilidad hepética a farmacos de uso comun (DILI) y en
otras enfermedades hepaticas de etiologia poco definida, como la esteatohepatitis no

alcohdlica o el hepatocarcinoma poco frecuente que aparece a veces sobre higado sano.
Para alcanzarlo, nos propusimos los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Describir el cuadro clinico y sintomatoldgico del paciente con Deficiencia
Parcial de ACOX2 (APD), identificar las bases genéticas y elaborar el arbol

genealdgico de la alteracion encontrada.

Objetivo 2: Desarrollar un modelo in vitro de células con sobreexpresion de ACOX2

para la evaluacién funcional de la variante alterada de esta enzima.

Objetivo 3: Hacer un estudio in silico para buscar posibles variantes de ACOX2 que
pudiesen acarrear trastornos funcionales, y desarrollar modelos in vitro que permitan

analizar esta posibilidad.

Objetivo 4: Evaluar los mecanismos etiolégicos del dafio inducido por
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) en los pacientes con APD.

Objetivo 5: Investigar los mecanismos fisioldgicos y fisiopatologicos implicados en la
regulacion de la actividad de ACOX2.

Objetivo 6: Obtener un modelo de la enfermedad en raton, mediante las herramientas
de edicion génica CRISPR/Cas9, que reproduzca las caracteristicas fenotipicas

identificadas en el paciente de estudio.
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2.1. SISTEMA HEPATOBILIAR

El sistema biliar incluye el higado, el sistema biliar ductal (ductulos biliares o canales
de Hering, ductos biliares intrahepaticos y extrahepaticos, el conducto hepatico coman,
el conducto cistico y el conducto biliar coman) y la vesicula biliar (Figura 11-A). Todos
los vertebrados poseen un tracto biliar, pero no todos poseen vesicula biliar, cuya
funcién es participar en la circulacion enterohepatica de la bilis, mediante el
almacenamiento y concentracion de los componentes de la bilis a través de la

eliminacion de agua e intercambio de electrolitos (Diamond, 1962).

poJu|

El higado desempefia multiples funciones en el organismo, entre las que destacan:

- Metabolismo de hidratos de carbono: homeostasis de la glucosa, catabolismo de
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hexosas, gluconeogénesis, glucogenolisis y glucogenogénesis.

- Metabolismo de lipidos: sintesis y catabolismo de colesterol, produccion de
acidos grasos y triglicéridos, sintesis y metabolismo de lipoproteinas
plasmaticas, B-oxidacion de acidos grasos y produccién de cuerpos ceténicos
durante el ayuno.

- Metabolismo de proteinas: sintesis de proteinas plasmaticas, transformacion del
amonio en urea, catabolismo de bases puricas y pirimidinicas, interconversion
de aminoacidos no esenciales.

- Produccidn de bilis: el higado secreta la bilis al duodeno, donde desempefia un
papel fundamental en la digestion de las grasas y absorcién de nutrientes y
vitaminas liposolubles, y en el drenaje de los productos de desecho del higado.

- Sintesis de factores de coagulacién como el fibrindgeno, factores Ill, V, VII, IX
y X1y del grupo hemo.

- Almacén de multiples sustancias como glucosa en forma de glucogeno, vitamina
B12, hierro y cobre.

- Destoxificacion y otras reacciones de biotransformacion: es el responsable de la
eliminacién a bilis de un gran nimero de compuestos con estructuras quimicas
diferentes denominados compuestos colefilicos. Algunos de ellos son
enddgenos, como los acidos biliares (ABs) y pigmentos biliares hemoderivados;
mientras que otros muchos son xenobioticos.

Las células mayoritarias del parénquima hepatico son los hepatocitos (Figura 11-B), que
son los encargados de desempefiar la mayoria de las funciones metabolicas y

destoxificantes atribuidas al higado. Son células epiteliales que poseen una polaridad



muy marcada, distinguiéndose en la membrana plasmatica tres regiones de distinta
especificidad morfoldgica y funcional (Meier, 1988):

- Membrana sinusoidal: orientada hacia el polo sanguineo (espacio de Disse),
forma los espacios vasculares denominados sinusoides. Esta membrana esta
dotada de microvellosidades que elevan considerablemente la superficie de
intercambio.

- Membrana lateral: es la membrana situada entre hepatocitos colindantes.
Contiene estructuras celulares cuya funcion es mantener la conexién mecanica y
funcional entre los hepatocitos adyacentes como las tight junctions, desmosomas

y gap junctions (Meier, 1988).
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- Membrana canalicular: es una invaginacion de la superficie de la membrana

plasmatica del hepatocito, que al unirse a la del hepatocito adyacente, forma el

canaliculo biliar. Esta membrana también presenta numerosas microvellosidades

hacia la luz canalicular.
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Figura I1: Representacion esquematica de los drganos que constituyen el sistema hepatobiliar (A).
Representacion del lobulillo hepéatico (B), donde se observan los distintos tipos celulares que conforman
el 6rgano: hepatocitos, colangiocitos, células endoteliales fenestradas, células estelares o estrelladas y
células de Kupffer (B. Delgado-Coello Coello, 2017).

Los canaliculos biliares convergen en conductillos y éstos en conductos biliares
contenidos en los espacios porta, que contienen también vasos linfaticos y paquetes
nerviosos (Feldmann, 1986). Ademas de los hepatocitos, existe otro tipo de célula
epitelial, los colangiocitos (Figura 11-B), que representan una pequefia proporcion del
total de células hepéticas, pero que juegan un importante papel fisioldgico, ya que

forman parte del sistema biliar ductal (Gaudio et al., 2009). Los colangiocitos pueden



llevar a cabo procesos de secrecion y absorcion de agua, electrolitos y otros solutos
orgénicos de la bilis (Arias et al., 2009), modificando su composicién durante el transito
de esta a traveés de los conductos biliares. Ademas, estas células tienen capacidad para

actuar como células hepaticas progenitoras tras un dafio hepatico (Sell, 2001).

Por otro lado, en el higado también existen: i) células endoteliales fenestradas, que
recubren los sinusoides hepaticos y permiten un intercambio directo de particulas de
tamafio medio, como lipoproteinas, entre la sangre y los hepatocitos; ii) células estelares
o estrelladas, que almacenan vitamina A, sintetizan diferentes proteinas de la matriz
extracelular y secretan factores de crecimiento, por lo que juegan un papel fundamental
en los procesos de regeneracion y fibrosis; iii) y células de Kupffer, macréfagos
residentes en el higado o histiocitos hepaticos encargados de la fagocitosis de bacterias
y sustancias extrafias, asi como de la produccion de citoquinas y de las respuestas
inflamatorias (Figura 11-B) (Michalopoulos et al., 1997; Hall, 2016).

2.2.  ACIDOS BILIARES

2.2.1. Sintesis de los acidos biliares primarios

Los ABs son moléculas sintetizadas en los hepatocitos a partir de colesterol. En el ser
humano, todos los ABs son acidos colanoicos, es decir, esteroides de 24 atomos de
carbono (C24) (Hofmann et al., 2010). Los ABs primarios en humanos son el &cido
colico (acido 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colanoico, CA) y el &cido quenodesoxicolico
(acido 3a,7a-dihidroxi-5p-colanoico, CDCA) (Hofmann, 1977). El nucleo esteroide
presenta cuatro anillos de carbono fusionados (anillo ciclopentanoperhidro-fenantreno),
tres de ellos de 6 carbonos (anillos A, B y C) y el cuarto de 5 &tomos de carbono (anillo
D). La transformacion del colesterol en ABs C24 conlleva la hidroxilacion y saturacion
del doble enlace entre los carbonos 5 y 6, la epimerizacién del hidroxilo de la posicion 3
y la rotura de la cadena lateral del colesterol mediante oxidacion (Chiang, 2013). La
sintesis de ABs requiere de la intervencion de, al menos, 17 enzimas, distribuidas en
distintos compartimentos celulares (citosol, reticulo endopldsmico, mitocondria y
peroxisoma). En los seres humanos, se han descrito cuatro rutas implicadas en la
sintesis de los ABs primarios CA y CDCA: la ruta clasica o neutra, la ruta alternativa o
acida, la ruta de Yamasaki y la ruta de 25-hidroxilacion (Figura 12) (Russell, 2003). El
orden exacto de las reacciones de sintesis de los ABs ain no se ha dilucidado

completamente, debido a que muchos de los intermediarios de la ruta pueden ser
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sustratos de mas de una enzima. Asimismo, se sabe muy poco del transporte de los ABs

y sus intermediarios entre los distintos compartimentos subcelulares involucrados en su

, .
sintesis.
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Figura 12: Esquema de las cuatro principales rutas de sintesis de los acidos biliares (ABs) primarios
descritas en el ser humano: ruta de 25-hidroxilacion, ruta clasica o neutra, ruta alternativa o acida y ruta
de Yamasaki. Se representan las principales enzimas implicadas y las férmulas estructurales de los
intermediarios con su nombre quimico (IUPAC). CYP7AL: Colesterol 7a-hidroxilasa. CYP27A1: Esterol
27-hidroxilasa. CYP7B1: 25-hidroxicolesterol 7a-hidroxilasa. HSD3B7: 3f-hidroxi-D5-C27-esteroide
oxidorreductasa. CYP8B1: Esterol 12a-hidroxilasa. AKR1D1: DA4-3-oxoesteroide-5p-reductasa.
AKRI1C4: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. CH25H: Colesterol 25-hidroxilasa. 24H: esterol 24-
hidroxilasa desconocida. BAAT: &cido biliar-CoA: aminoéacido N-aciltransferasa. La flecha ondulante
indica el acortamiento por B-oxidacidn en el peroxisoma, que se detalla en la figura 13. El simbolo de
interrogacidn indica procesos enzimaticos desconocidos (Vaz et al., 2017).
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En la via clasica, las modificaciones del nucleo esteroide preceden al acortamiento de la
cadena lateral. El primer paso, considerado el limitante de la ruta de sintesis, consiste en
la hidroxilacion del colesterol en el carbono 7 de su nucleo esteroide para formar 7a-
hidroxicolesterol, catalizado por la enzima esterol 7a-hidroxilasa (CYP7ALl). A
continuacion, la 3p-hidroxi-D5-C27-esteroide oxidorreductasa (HSD3B7) convierte el
7a-hidroxicolesterol en su forma 3-o0xo-D4. En este punto, si el C12 es hidroxilado por
la enzima esterol 12-hidroxilasa (CYP8BL) se generara CA, mientras que si esta enzima
no interviene, se genera CDCA. Todas estas reacciones iniciales ocurren en el reticulo
endoplasmico. Posteriormente, en el citosol, el grupo 3-oxo-D4 es reducido por la
enzima D4-3-oxoesteroide-5p-reductasa (AKR1D1) para generar un enlace sencillo, con
el grupo hidruro del C5 en configuracion B, y por la enzima 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (AKR1C4) para introducir el grupo hidroxilo en 3a. La enzima esterol
27-hidroxilasa (CYP27Al) aflade un grupo carboxilo en C27, generando
exclusivamente estereoisomeros 25R de los intermediarios acido 3a,7a-dihidroxi-5p-
colestanoico (DHCA) y acido 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colestanoico (THCA) en la
mitocondria. A continuacidn, estos intermediarios tienen que ser activados para generar
un tioéster unido a coenzima A (CoA), lo cual puede ocurrir gracias a la intervencion de
una de estas dos enzimas: la &cido biliar CoA ligasa (BACS), que se encuentra en el
reticulo endoplasmico, y la acil-CoA de cadena muy larga sintetasa (VLCS), que se
localiza tanto en el reticulo endoplasmico como en el peroxisoma. Los ABs C27 unidos
a CoA son transportados al peroxisoma por el transportador ABCD3 (también
denominado PMP70). En esta organela la cadena lateral se acorta mediante B-oxidacion
para generar los ABs C24 (Figura 13). En primer lugar, la enzima a-metilacil-CoA
racemasa (AMACR) produce la racemizacion del grupo metilo del C25. Este paso es
necesario, porque la primera enzima de la B-oxidacion, la acil-CoA oxidasa 2 o acil-
CoA de cadena ramificada oxidasa (ACOX2) s6lo acepta como sustrato a los isbmeros
S, mientras que los intermediarios producidos anteriormente en la ruta son isomeros R.
Tras la racemizacion, la ACOX2 cataliza la formacion de 24-enoil-CoA del THCA vy de
DHCA. A continuacién, se produce la hidratacion y deshidrogenacion llevadas a cabo
por la proteina D-bifuncional (DBP). Esta enzima también es estereoespecifica y forma
solo los isomeros (24R)-OH, que son seguidamente deshidrogenados a 24-ceto-CoA-
ésteres. Finalmente, la proteina transportadora de esteroles X (SCPx) es la responsable
de la escision tiolitica en propionil-CoA y acidos cdlico-CoA o quenodesoxicolico-

CoA. El paso final en la sintesis de ABs es la conjugacion/amidacion de los ABs C24
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con glicina o taurina. La reaccion se lleva a cabo por la acido biliar-CoA:aminoacido N-
aciltransferasa (BAAT), que convierte el acil-CoA biliar en glico- o tauro-conjugados,
liberando la molécula de CoA. La ruta clasica es la que méas contribuye al pool total de
ABs (Russell, 2003).

En la ruta alternativa, en primer lugar se genera un &cido carboxilico C27,
posteriormente se dan las modificaciones del nucleo esteroideo y finalmente el
acortamiento de la cadena lateral. El primer paso es catalizado por la enzima CYP27Al
y después la 7a-hidroxilacion es catalizada en el reticulo endoplasmico por la enzima
oxisterol-7a-hidroxilasa (CYP7B1). El resto de las modificaciones son completadas por
las enzimas de la ruta clasica. Esta ruta parece producir preferentemente CDCA y es la
que mas contribuye a la sintesis de ABs en los nifios (Setchell et al., 1988).

En la ruta de Yamasaki, el principal ABs generado también es el CDCA. Los primeros
pasos de esta ruta coinciden con aquellos de la ruta alternativa, pero la oxidacion de la
cadena lateral y su acortamiento precede a la completa modificacion del nucleo
esteroide, generando intermediarios de ABs C24 con grupos 3B-hidroxilo. Se desconoce
la contribucién de la ruta de Yamasaki al pool de ABs, pero parece gque esta ruta es
cuantitativamente importante durante la etapa fetal y neonatal (Setchell et al., 1988;
Nakagawa et al., 1990).

Finalmente, la ruta de 25-hidroxilacién se ha descrito como otra via de sintesis de ABs
C24, que se inicia tras las modificaciones del nlcleo esteroideo y que es independiente
del acortamiento por 3-oxidacion. Aunque aun no se ha caracterizado completamente, la
ruta comienza con la enzima citosolica 25-hidroxilasa (CH25H), que genera 3a,7a,120-
trihidroxi-5p-colestan-25-tetrol. Este es posteriormente hidroxilado en C24, dando lugar
a un 24S-pentol, que es deshidrogenado a un 24-oxo-tetrol (Shefer et al., 1976) y
finalmente se escinde en CA y acetona (Salen et al., 1979). La acumulacion del
intermediario 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colestan-25-tetrol en los fluidos bioldgicos de
pacientes con Xantomatosis Cerebrotendinosa (CTX) (Salen et al., 1979) sugiere que la
24-hidroxilacién puede ser catalizada por CYP27AL1 (apartado 1.4.5.2).
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Figura 13: Reacciones de acortamiento del acido 3a,7a,120-trihidroxi-5p-colestanoico (THCA) por -
oxidacién durante la sintesis del acido cdlico (CA) en el peroxisoma. Se representan las principales
enzimas implicadas y las formulas estructurales de los intermediarios. El simbolo de interrogacién indica
procesos desconocidos. THC: trihidroxicolestanoico. VLCS: acil-CoA de cadena muy larga sintetasa.
BACS: 4cido biliar-CoA ligasa. ABCD3: proteina ABC, subfamilia D, miembro 3. AMACR: a-metilacil-
CoA racemasa. ACOX2: acil-coA oxidasa 2. DBP: proteina D-bifuncional. SCPX: proteina
transportadora de esteroles X. BAAT: &cido biliar-CoA: aminoacido N-aciltransferasa (Vaz et al., 2017).
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2.2.2. Transformacion bacteriana de los acidos biliares
La flora microbiana del intestino grueso afecta de forma importante al metabolismo de
los ABs y viceversa, la bilis y los ABs previenen el sobrecrecimiento bacteriano en el

intestino delgado (Inagaki et al., 2006).

Entre las modificaciones estructurales que tienen lugar en el intestino grueso se
encuentran:
- La desconjugacién para liberar los residuos de glicina o taurina de la posicion
C24 del AB.
- La oxidacion de grupos hidroxilo en las posiciones C3, C7 y C12 y la 7a/7p-
deshidroxilacién, llevada a cabo por hidroxiesteroide deshidrogenasas,
expresadas en varias cepas bacterianas (Setchell et al., 1983).

La 7a-deshidroxilacion de CA y CDCA, para generar los ABs secundarios &cido
desoxicolico (DCA) y éacido litocdlico (LCA), representa la biotransformacion mas
importante cuantitativamente en el colon humano, ya que estos ABs secundarios son las
especies predominantes en las heces humanas (Setchell et al., 1983). La reaccion de
deshidroxilacién parece restringirse a ABs libres, implicando una interaccion funcional
entre las actividades de desconjugacion y deshidroxilacion en el intestino grueso
(Ridlon et al., 2006).

2.2.3. Estructuray propiedades

Como se ha comentado anteriormente, los ABs primarios en el ser humano, CA vy
CDCA, tienen como base un anillo ciclopentanoperhidro-fenantreno unido a una cadena
lateral que compone una molécula C24. Una caracteristica estructural comin a todos los
ABs y al colesterol es la presencia de 3 grupos metilo, situados en las posiciones C10,
C13y C20, y la cadena lateral unida al anillo D en la posicion C17. Por otro lado, en los
ABs primarios el grupo hidroxilo de C3 se encuentra en configuracidon o, mientras que
el grupo hidruro del CS5 se encuentra en 3, generando una configuracion en cis a lo largo
del plano de los anillos fusionados A y B (Figura 14). En el CA, los tres grupos
hidroxilo y el carboxilo de la cadena lateral se situan hacia el mismo lado del esqueleto
carbonado, generando una cara hidrofilica que se opone a una cara marcadamente
hidrofobica. Asi, los ABs son moléculas anfipaticas con propiedades detergentes
(Chiang, 2013). Los ABs CDCA, DCA y LCA mantienen esta estructura, pero el menor
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nimero de grupos hidroxilo determina un mayor caracter hidrofébico de estas

moléculas.
R, (B) R, () R; (o) R, () Rs (a) Rg
UDCA H H H OH H COOH
CA H H OH H OH COOH
E p-MCA OH H H OH H COOH
:g a-MCA OH H OH H H COCOH
S
E CDCA H H OH H H COCOH
E DCA H H H H OH COCOH
THCA H H OH H OH CH,CH,CH,COOH
DHCA H H OH H H CH,CH,CH,COOH
LCA H H H H H COCOH

Figura 14. Estructura de los acidos biliares (ABs). El acido célico (CA) y el acido quenodesoxicolico
(CDCA) son ABs primarios en humanos, mientras que el acido desoxicélico (DCA) y el &cido litocdlico
(LCA) son ABs secundarios. Los ABs, 3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colestanoico (THCA) y 3a,7a-dihidroxi-
5B-colestanoico (DHCA) son intermediarios de la sintesis de CA y CDCA, respectivamente. El &cido
ursodesoxicolico (UDCA) es un AB primario predominante en el oso, mientras que los acidos a-, -, - y
o-muricolicos (a-, B-, y-, ®-MCA) son ABs primarios en raton. Los grupos hidroxilo en orientacion a se
localizan por debajo del ndcleo esteroide y son axiales con respecto al plano de este. Los grupos hidroxilo
en orientacion [ se localizan por encima del nucleo esteroide y son ecuatoriales al mismo. Los ABs se
han ordenado en la tabla de menor a mayor hidrofobicidad, de acuerdo con las predicciones de coeficiente
de reparto de octanol/agua del software ChemDraw y bibliografia (Szekeres et al., 2014; Suga et al.,
2017).

En contraposicion con los ABs C24, en otras especies como aves, peces, anfibios y
reptiles, hay un predominio de ABs en los que se preserva el esqueleto esteroide de 27
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atomos de carbono (C27) del colesterol (Hofmann et al., 2010). En la mayoria de los
mamiferos la cadena lateral sufre un acortamiento de 8 a 5 carbonos durante el proceso
de sintesis. No obstante, existe cierta heterogeneidad incluso entre los mamiferos:
caballos y cebras producen ABs C27; los osos producen mayoritariamente acido
ursodesoxicolico (UDCA); los ratones sintetizan ademas de CA y CDCA é&cidos
muricdlicos; y la bilis de rinocerontes, elefantes y manaties presenta alcoholes biliares
C27 en lugar de ABs C24 (Sharma et al., 2018).

Por tanto, el numero de grupos hidroxilo, de dobles enlaces, la conversion de los grupos
carboxilo en alcoholes y la longitud de la cadena lateral determinan las caracteristicas
fisicoquimicas de la molécula de AB, como el valor de pKa, la hidrofobicidad y su
capacidad detergente, asi como su papel fisiologico y su toxicidad (Hofmann et al.,
1984). La mayoria de ABs primarios se conjugan con glicina o taurina y forman sales

biliares a pH fisioldgico, aumentando su hidrofilicidad y solubilidad (Chiang, 2013).

2.2.4. Funciones de los 4cidos biliares

Los papeles fisiologicos que desempefian los ABs son muy diversos (Marin et al.,
2015). En el higado, su secrecién genera el flujo biliar dependiente de los ABs por su
efecto osmético en la luz canalicular. Ademas, estimulan la contraccion canalicular, que
colabora en el bombeo de la bilis hacia los conductos colectores del sistema biliar,
inducen la secrecion de lipidos biliares, principalmente fosfolipidos y colesterol, y
modulan la biosintesis de colesterol, ya que un aumento de la sintesis de estas moléculas
origina un aumento de la utilizacion de colesterol como molécula precursora. El flujo de
ABs a través del hepatocito también determina la cantidad de los receptores de

membrana para las lipoproteinas de baja densidad (LDL).

En la bilis, los ABs forman micelas que transportan sustancias hidrofébicas, como el
colesterol y las protoporfirinas, y actiian como tampones para el Ca?*. A nivel intestinal,
estas micelas permiten emulsionar las grasas y vitaminas liposolubles (A, D, E y K) de
la dieta para su absorcion. También activan lipasas intestinales, modulan la actividad de
proteasas, la motilidad intestinal, la colonizacién bacteriana, la secrecion de hormonas
gastrointestinales como la colecistoquinina e inducen la secrecion de agua y electrolitos
(lzukura et al., 1991).
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Finalmente, los ABs juegan un papel importante como moléculas de sefalizacion
celular, como ligandos del receptor de AB acoplado a proteina G (TGR5, G-protein-
Coupled Bile Acid Receptor) (Kawamata et al., 2003) y de los receptores nucleares FXR
(Farnesoid X Receptor) (Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999), PXR (Pregnane X
Receptor) (Xie et al., 2001) y el receptor de vitamina D (VDR, Vitamin D Receptor)
(Makishima et al., 2002), participando de esta manera en el control de la expresion de
genes que codifican proteinas involucradas en su sintesis, metabolismo y transporte
(apartado 1.2.6). Ademas, los ABs son factores integradores del metabdlismo que
participan en el control de la utilizacion de las grasas, los azucares y el metabolismo
energético (Lefebvre et al., 2009; Thomas et al., 2009) y son capaces de activar la
proliferacion de las células estelares hepaticas (Sommerfeld et al., 2009) y la respuesta

inflamatoria mediada por la actuacion de las células de Kupffer (Miyake et al., 2000).

2.2.5. Circulacién enterohepatica

La eficiente reabsorcion de ABs en el ileon resulta en una acumulacion de ABs en el
organismo (3-5 g), a la que se conoce como pool de ABs, que circula entre el intestino y
el higado en la denominada circulacién enterohepatica (Hofmann, 1976; Hofmann,
1977). La conservacion del pool de ABs dentro de la circulacion enterohepética requiere
la accién coordinada de varias proteinas transportadoras, expresadas en las membranas
canalicular y basolateral de los hepatocitos y en las membranas apical y basal de los
ileocitos. Este sistema es altamente eficiente, ya que a diario se pierden solamente unos
50-500 mg de ABs, es decir, menos del 5% del pool total, a pesar de que el ciclo se
lleva a cabo unas 6-10 veces al dia (3-4 veces por comida).

Los ABs recién sintetizados y los que retornan desde el intestino durante el transcurso
de la circulacion enterohepatica son secretados activamente por los hepatocitos hacia el
lumen canalicular por accion de la bomba exportadora de sales biliares (BSEP, Bile Salt
Export Pump) (Trauner et al., 2003). La secrecion activa de ABs proporciona una
importante fuerza impulsora para la formacién de bilis y, por tanto, es crucial para la
eliminacién hepatica de compuestos enddgenos potencialmente toxicos y xenobidticos a
través de la via hepatobiliar. Ademas, la secrecion de ABs impulsa la secrecion de
fosfolipidos y colesterol a la bilis, que también depende de la actividad de bombas
transportadoras: la proteina de resistencia a multiples farmacos 3 (MDR3, Multidrug-

Resistance Protein 3) en el caso de los fosfolipidos, y el heterodimero ABCG5/ABCGS,
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para el transporte de colesterol (Elferink et al., 2002). La secrecion conjunta de ABS,
fosfolipidos y colesterol permite la formacion de micelas mixtas en la bilis, que son
determinantes para la proteccion del sistema biliar de las acciones detergentes
provocadas por las altas concentraciones de ABs (Smit et al., 1993). La bilis primaria,
que contiene ABs y lipidos en el rango milimolar de concentracion, es almacenada en la
vesicula biliar, donde se concentra por absorcion de agua, y es descargada dentro del
lumen intestinal tras la ingestion de una comida rica en grasa mediante la contraccion de

la vesicula biliar inducida por la colecistoquinina.

En el lumen del intestino delgado, los ABs actlian como detergentes para solubilizar y
facilitar la absorcion de grasas y vitaminas liposolubles de la dieta (Hofmann et al.,
2008). Debido a su valor de pKa relativamente bajo, la absorcién pasiva de los ABs
conjugados es minima y sus concentraciones intraluminales permanecen elevadas a lo
largo del intestino delgado. Los ABs son reabsorbidos de forma activa por accion de
sistemas transportadores especificos en el ileon terminal, como el cotransportador apical
de ABs dependiente de sodio (ASBT, Apical Sodium-Bile Acid Transporter) y el
transportador pasivo de solutos organicos heterodimérico OSTo/OSTp (Organic Solute
Transporters «/f), localizado en la membrana basolateral en contacto con la sangre
(Dawson et al., 2015). El transporte transcelular entre las dos membranas del ileocito es
Ilevado a cabo por la proteina citosdlica intestinal de union a ABs (IBABP, lleal Bile
Acid-Binding Protein) (Gong et al., 1994). Los ABs que escapan a la reabsorcion y
entran en el colon pueden ser convertidos en ABs secundarios, que gracias a Su
creciente hidrofobicidad y pKa pueden ser absorbidos pasivamente para entrar en el
pool de ABs o ser eliminados a través de las heces. La mezcla de ABs primarios y
secundarios que se reabsorbe en el intestino regresa al higado a través del sistema
portal. Después, los ABs son tomados de la sangre portal por los hepatocitos a través del
polipéptido cotransportador de &cido taurocélico y Na® (NTCP, Na*-Taurocholate
Cotransporting Polypeptide), que tiene una especificidad de sustrato limitada a los ABs
conjugados (Hagenbuch et al., 2004a), o por sistemas independientes de Na®,
representados por miembros de la familia de polipéptidos transportadores de aniones
organicos (OATP, Organic Anion-Transporting Polypeptide) (Hagenbuch et al.,
2004b). Tras su captacion y, si se requiere, reconjugacion, los ABs deben ser
transportados al polo canalicular de los hepatocitos para ser secretados de nuevo a la

bilis, lo que completa su circulacion enterohepaética.
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2.2.6. Regulacion del metabolismo de los acidos biliares

La conversion del colesterol en 7-hidroxicolestrol, primer paso de la ruta clasica de
sintesis de ABs (apartado 1.2.1), es considerada la reaccion limitante de esta ruta
biosintética. Por ello, la regulacion de la sintesis de ABs se ha equiparado
tradicionalmente a la regulacion de la enzima que cataliza este primer paso, CYP7AL.
Asi, los mecanismos de control transcripcional de CYP7Al se han estudiado
extensamente, si bien su regulacion post-transcripcional estd pobremente caracterizada.
A continuacion, se describirdn los principales procesos implicados, algunos de los

cuales también participan en el control del transporte y circulacion de los ABs.

2.2.6.1. El receptor nuclear FXR

Los ABs son capaces de regular su propia sintesis mediante retroalimentacion negativa.
Este proceso esta mediado principalmente por el receptor nuclear FXR (Willson et al.,
2001). Los ABs son agonistas de FXR con habilidad diferencial segln las especies
moleculares (CDCA>LCA>DCA>CA). Al unirse a este receptor nuclear los ABs son
capaces de activarlo y reclutar coactivadores que desplazan a los correpresores,
induciendo la expresion de aquellos genes que presentan en su promotor las secuencias
0 elementos de respuesta a FXR. Algunos, sin embargo, son reprimidos en respuesta a
la activacion de FXR. Es el caso de CYP7A1 cuya inhibicion se da por mecanismos
indirectos (Figura 15):

- Ruta FXR/SHP/FTF: cuando FXR es activado, dimeriza con RXR « (Retinoid X
Receptor «) y se une al promotor del gen NROB2, aumentando la transcripcion
del receptor nuclear huérfano SHP (Small Heterodimer Partner). SHP forma un
heterodimero con el factor de transcripcion de a-fetoproteina (FTF, o-
Fetoprotein Transcription Factor) que es capaz de inhibir la transactivacion del
promotor de CYP7AL mediada por el receptor nuclear LXRa (Liver X Receptor
a) en humanos o LRH-1 (Liver Related Homologue-1) en ratones, resultando en
la inhibicion de su transcripcion (Goodwin et al., 2000). Paralelamente, SHP
puede interaccionar con el factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF4a, Hepatocyte
Nuclear Factor «), blogueando su interaccion con el coactivador PGC-la
(Peroxisome Proliferator-activated Receptor y Coactivator 1a) y provocando la
inhibicidn de la expresion tanto de CYP7A1 como de CYP8B1 (Zhang et al.,
2001; del Castillo-Olivares et al., 2004).
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Figura 15: Representacion esquematica de las tres rutas de inhibicién indirecta de la transcripcion de
CYP7A1 humana por el receptor nuclear FXR. Cuando los niveles de acidos biliares (ABs) son bajos, la
transcripcion de CYP7A1 se encuentra activada (A). En cambio, altos niveles de ABs activan FXR, que
dimeriza con RXR uniéndose a las regiones de reconocimiento de los promotores de SHP, FGF19 y
PPARa. SHP se une a los factores de transcripcion del promotor de CYP7AL, PPAR« inhibe la expresion
de estos factores y FGF19 se une a su receptor FGFR4, activando la ruta de sefializacion de ERK1/2.
Todos estos procesos resultan en una inhibicién de la expresion de CYP7AL (B).

- Ruta FXR/FGF19/FGFR4: los agonistas de FXR son capaces de inducir la
secrecion de una hormona intestinal, el factor de crecimiento de fibroblastos 19
(FGF19, Fibroblast Growth Factor 19), cuyo ortélogo en ratones es Fgfl5 que,
al unirse a su receptor FGFR4 (Fibroblast Growth Factor Receptor 4) e
interaccionar con B-klotho, activa una cascada de sefializacion mediada por la
ruta de MAPK/ERK1/2 (Mitogen-activated Protein Kinases/Extracellular
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Signal-Regulated Kinases) en los hepatocitos humanos (Song et al., 2009). Esta
via, a través de un efector final desconocido, inhibe la expresion de CYP7A1
(Holt et al., 2003). Recientemente se ha descrito, en roedores, que algunos ABs
conjugados (TCA, TDCA, TUDCA, GCA y GDCA) pueden actuar como
agonistas del receptor de esfingosina-1-fosfato 2, activando la ruta de
sefializacion de Erkl1/2 (Nagahashi et al., 2015). Ademas, en hepatocitos
humanos en cultivo primario, se ha demostrado que los ABs inducen la sintesis
y secrecion de FGF19, paralela a la activacion de FGFR4, observandose también
una disminucion de la expresion de CYP7A1, poniendo de manifiesto la
existencia de un mecanismo autocrino o paracrino de regulacion por FGF19 en
el higado.

- Ruta FXR/PPARa: Los ABs, a través de la activacion de FXR (Pineda Torra et
al., 2003), son capaces de inducir la transcripcion de PPARa (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor «) el cual, mediante una disminucion de la
expresion de HNF4a (Marrapodi et al., 2000), inhibe la transcripcion de
CYP7ALl. Tambien se ha descrito que PPARy (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor y) participa en la regulacién de la expresion de CYP27A1 en

los macréfagos (Quinn et al., 2005).

Por otro lado, FXR juega un papel muy importante en la regulacion de la circulacion
enterohepética (apartado 1.2.5). FXR induce la expresion hepéatica de BSEP en la
membrana canalicular (Ananthanarayanan et al., 2001), de OSTa/OSTP en la
membrana sinusoidal (Boyer et al., 2006) e inhibe la expresion de NTCP de forma
dependiente de SHP (Denson et al., 2001). Ademas, se ha descrito que FXR induce la
expresion de Asbt en ratones, aunque esto no ocurre en humanos (Li et al., 2005a).

2.2.6.2. Otros receptores nucleares

Existen varios mecanismos independientes de FXR por los cuales los ABs pueden
inhibir la expresion de CYP7AL (Figura 16). EI AB secundario LCA es agonista de otros
receptores nucleares: PXR y VDR. Ambos son capaces de unirse a una secuencia de
respuesta a ABs (BARE-I) en el promotor de CYP7A1 humano. PXR interacciona con
HNF4a, inhibiendo el reclutamiento de PGC-1a en el promotor de CYP7AL (Li et al.,
2005b). En el caso de VDR, se han descrito varios mecanismos de inhibicion de la

expresion de CYP7AL: puede interaccionar con HNF4a, como en el caso de PXR,
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compitiendo con él tanto por la unién a la secuencia de reconocimiento como por los
coactivadores, como por ejemplo PGC-1a, del que evita su reclutamiento. VDR puede
ademaés reclutar correpresores en el promotor de CYP7AL, y puede activar la ruta de
ERK1/2, lo que inhibiria la transcripcién de CYP7Al (Han et al., 2009; Han et al.,
2010). Sin embargo, se ha propuesto que VDR es capaz de inhibir la expresion de SHP,
provocando un aumento de la expresion de CYP7A1l (Chow et al., 2014). Ademas,
existen varios receptores nucleares cuyos agonistas no son los ABs y que también se
han asociado con la regulacion de la expresion de CYP7AL. En el promotor de todos los
ortologos del gen CYP7A1 existe una secuencia DR4 de reconocimiento del receptor
nuclear LXR, cuyos agonistas son oxiesteroles, los cuales al activar LXRa son capaces
de activar la transcripcion de CYP7AL, que los utiliza como sustrato (Janowski et al.,
1996; Lehmann et al., 1997). Sin embargo, el promotor del gen CYP7A1 humano carece
de esta secuencia consenso DR4, por lo que no responde a la activacion por LXRa

(Chiang et al., 2001).

Por otro lado, el promotor murino de Cyp7al presenta dos regiones PPRE de
reconocimiento de Ppara (site | y site 1), por lo que es capaz de responder también a los
niveles de &cidos grasos, agonistas de este receptor nuclear (Cheema et al., 2000). No
obstante, una de estas regiones de respuesta a Ppara (Site 1) esta solapada con la region
de respuesta a Lxra, de forma que ambos receptores nucleares pueden formar un
heterodimero que antagoniza el efecto estimulador de la expresion de Cyp7al que
tendrian por separado (Gbaguidi et al., 2004). El promotor del gen CYP7A1l humano
carece de una de las secuencias consenso de respuesta a PPARa (site 1), por lo que
existe controversia en cuanto al papel de PPARa en el control transcripcional de
CYP7AL: algunos autores describen una estimulacion de la actividad transcripcional de
CYP7A1 poco significativa tras la union de PPARa a la region site 11 (Cheema et al.,
2000) y demuestran que en humanos también puede formarse el heterodimero
LXRa:PPARa, uniéndose al sitio de reconocimiento parcial que ambos comparten (Site
1), aunque con menor afinidad que en el promotor de raton (Gbaguidi et al., 2004); por
el contrario, otros concluyen que la activacion de PPARa no resulta en su unién a la
region site 11, y que en cambio provoca una inhibicion de la expresion de CYP7AL por
mecanismos indirectos (Marrapodi et al., 2000), como se ha descrito en el apartado
1.2.6.1.
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Finalmente, se ha descrito que el receptor constitutivo de androstano (CAR, Constitutive
Androstane Receptor) puede unirse a una secuencia del promotor de CYP7Al y
competir con HNF4a por los co-activadores PGC-la y GRIP-1 (Glucocorticoid
Receptor Interacting Protein-1), dando lugar a la inhibicion de la transcripcion de
CYP7AL (Miao et al., 2006) (Figura 16).

2.2.6.3. Mecanismos independientes de receptores nucleares

Ademas de los elementos de respuesta a receptores nucleares, a traves de los cuales los
productos y sustratos de la ruta pueden regular la actividad de CYP7AL, existen
mecanismos generales de regulacion que también controlan la expresion de esta enzima,
como los mediados por p53 (Maeda et al., 2002), encargada del control del ciclo celular,

0 Rev-erba (Duez et al., 2008), que participa en los ritmos circadianos.

La insulina y el glucagdn regulan la glucemia, pero también son integradores
metabdlicos que controlan multitud de procesos. Asi, concentraciones fisiologicas de
insulina inhiben FoxO1 (Forkhead Box O1), que funciona como un represor de HNF4a
y PGC-1a, y por lo tanto aumenta la tasa transcripcional de CYP7A1, mientras que dosis
altas de insulina activan el factor de transcripcion SREBP-1c (Steroid Response Element
Binding Protein-1c), que inhibe la transactivacion del promotor de CYP7AL por HNF4a
(Li et al., 2006b). Por el contrario, el glucagén y el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) inhiben la expresién de CYP7AL a través de la activacién de la proteina quinasa
A (PKA), que fosforila HNF4a evitando su union al ADN (Song et al., 2006). Ademas,
los ABs participan en la regulacion del metabolismo de la glucosa a través de TGR5
(Thomas et al., 2008) (Figura 16).

Por otra parte, los ABs méas hidrofébicos son potentes agentes inflamatorios que si se
acumulan pueden dafar el higado, el intestino y otros tejidos. TGR5 es un receptor de
membrana altamente expresado en monocitos y macréfagos, como las células de
Kupffer. Su activacion por ABs (TLCA>LCA>DCA>CDCA>CA) resulta en un
aumento intracelular de AMPc, que provoca en los macr6fagos una disminucion de su
actividad fagocitica y de la produccion de citoquinas proinflamatorias como TNFa
(Tumor Necrosis Factor o) y distintas interleucinas (IL1pB, IL6 e IL8) (Kawamata et al.,
2003).

23

=]
=
=
o
o
c
o
@,
O
=]




Introduccién

Células estelares

v ABs
Fosforilacion

@ inhibicion

© Activacion

Figura 16: Representacion esquematica de los mecanismos de regulacion de la transcripcion de CYP7AL
humana, independientes del receptor nuclear FXR. Diferentes citoquinas y factores (TNFa; interleucinas
IL6 e IL1B; HGF; TGFp) secretados por las células de Kupffer y las células estelares hepaticas pueden ser
reconocidas por receptores de membrana, activando cascadas de sefializacion que resultan en la inhibicién
de la transcripcion de CYP7AL. Los receptores nucleares PXR y VDR pueden ser activados por los acidos
biliares (ABs), inhibiendo la interaccion de los factores de transcripcion con el promotor de CYP7AL. Este
mismo mecanismo es el que sigue el receptor nuclear CAR para inhibir la expresion de CYP7AL. En
condiciones fisioldgicas, el glucagén, mediante la unién a su receptor y la activaciéon de la proteina
quinasa A (PKA), reduce la expresién de CYP7AL, mientras que la insulina inhibe FoxO1, activando la
expresién de CYP7AL.

Las citoquinas son ademas capaces de regular la expresion de CYP7AL. El TNFa y la
IL1B son capaces de activar sus receptores de membrana en los hepatocitos, activando
las cascadas de sefializacion MAPK/JNK (Mitogen-Activated Protein Kinases/c-Jun N-
terminal Kinases). JNK fosforila los factores de transcripcion cJun y HNF4a,
provocando la inhibicion de la transcripcién de CYP7A1 (Li et al., 2006a). Otra
citoquina, HGF (Hepatocyte Growth Factor), producida por las células estelares
hepaticas, es capaz de inducir SHP y cJun, asi como las rutas de ERK1/2 y JNK,
inhibiendo rapidamente la transcripcion de CYP7A1 (Song et al., 2007). En esta
interaccion entre los distintos tipos celulares hepaticos, también TGFB-1 (Transforming
Growth Factor f 1) juega un papel importante. Es secretado por las células de Kupffer y
activa su receptor en las células estelares, que secretan aun mas TGFB-1 uniéndose a su

receptor y activando la ruta de SMAD3 en los hepatocitos, que en ultima instancia
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también resulta en una inhibicion de la transcripcion de CYP7AL (Li et al., 2007)
(Figura 16).

Todos estos sistemas de regulacion son fundamentales para entender el papel de los

ABs en la fisiopatologia hepatica.

2.3. MECANISMOS DE DANO INDUCIDO POR ACIDOS BILIARES

Debido a sus propiedades quimicas (apartado 1.2.3), la acumulacion intrahepética de
ABs puede provocar graves dafios a nivel celular y organico. Ademas, debido a sus
funciones como moléculas sefializadoras (apartado 1.2.4), participan en los procesos
inflamatorios (Li et al., 2017). Como se comentard a continuacion, algunos ABs son
capaces de generar estrés oxidativo (Perez et al., 2009) y estrés de reticulo
endoplasmico (Adachi et al., 2014) y, a través de estos y otros mecanismos, activar los
procesos de muerte celular (Fickert et al., 2017). Estos eventos son responsables, en

muchos casos, de la implicacion de los ABs en distintas patologias (apartado 1.4).

2.3.1. Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas que contienen algin atomo de
oxigeno en su estructura. Muchas de ellas son radicales libres, con electrones
desapareados en su orbital mas externo, por lo que son moléculas inestables y muy
reactivas que tienden a donar o recibir electrones para estabilizarse. Las ROS se generan
en la célula como resultado de la reduccion parcial del oxigeno, el principal aceptor de
electrones en las reacciones del metabolismo aerdbico. La mitocondria es considerada la
principal fuente de ROS, ya que es donde se localiza la cadena transportadora de
electrones (Bartosz, 2009), aunque las ROS también pueden generarse en otros
organulos, como el reticulo endoplasmico, los lisosomas y los peroxisomas (Nauseef,
2008). Asi, las principales ROS producidas a nivel celular son el radical superdxido
(02), que a su vez puede reaccionar con el oxido nitrico (NO), generando especies
reactivas de nitrogeno (RNOS), el peroxido de hidrogeno (H,O,), que se genera
principalmente en los peroxisomas, y el radical hidroxilo ((OH), que es el agente

bioldgico oxidante mas potente que se conoce y que se produce a partir del H,O..

A bajas concentraciones, las ROS juegan un papel fundamental en procesos de
sefializacion celular y de regulacion de la expresion génica (Bartosz, 2009). Para poder
mantener los niveles de ROS dentro de los parametros fisioldgicos, las células cuentan
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con un gran ndmero de mecanismos de defensa antioxidante que limitan su
acumulacion, incluyendo moléculas de bajo peso molecular como el &cido ascorbico, la
vitamina E o el glutation reducido, y sistemas enzimaticos como tiorredoxina, la
superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa (Deavall et al., 2012). Sin
embargo, en respuesta a determinados estimulos, como la exposicion a compuestos
toxicos endogenos como los ABs (Perez et al., 2009), o xenobidticos como el
paracetamol (Cover et al., 2005), la radiacion, o como resultado de distintos procesos
patoldgicos, puede producirse un incremento en la generacion de ROS que supera la
capacidad reguladora de los sistemas antioxidantes, dando lugar a una situacion de
estrés oxidativo. Este desequilibrio entre los sistemas prooxidantes y antioxidantes hace
que se acumulen ROS que interaccionan con distintos componentes celulares, como el
ADN, las proteinas y los lipidos de las membranas celulares (Avery, 2011), dafidndolos
gravemente. Si la situacion se prolonga en el tiempo, los dafios acumulados conducen a

la activacion de la apoptosis y finalmente a la muerte celular (apartado 1.3.3).

2.3.2. Estrés de reticulo endoplasmico

Los hepatocitos poseen un reticulo endopldsmico muy desarrollado, ya que el
desempefio de sus funciones implica la sintesis de multitud de proteinas. Por ello, la
respuesta al estrés de reticulo endoplasmico (ERS) es un mecanismo importante en la
fisiopatologia hepética. La Unfolded Protein Response (UPR) es una ruta de
sefializacion activada por la acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo
endoplasmico, dirigida a regular y recuperar la homeostasis proteica en la célula. En
estos casos, la funcion de la UPR es aumentar la sintesis de chaperonas que ayuden al
plegamiento de las proteinas, potenciar el sistema de degradacion ERAD (ER-
Associated Protein Degradation) y la autofagia (apartado 1.3.3), y disminuir la tasa
transcripcional para evitar la sintesis de mas polipéptidos (Ron et al., 2007). No
obstante, la UPR puede activarse tanto por aumento de la carga de proteinas, como por
la deplecion de las reservas de Ca** o por la disminucion de los niveles de glucosa, y se
ha descrito que los ABs son capaces de activar esta ruta (Adachi et al., 2014). Ademas,
cuando el ERS se mantiene a lo largo del tiempo, puede dar lugar a una cascada de
eventos que conducen a la muerte celular, como la acumulacion intracelular de lipidos,
la activacion de la apoptosis o la formacion del inflamosoma (Rao et al., 2004)
(apartado 1.3.3).
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Cuando se produce ERS, se activan tres sensores transmembrana embebidos en el
reticulo endoplasmico por la rotura de su unidn con la chaperona GRP78/BIP (Glucose-
Regulated Protein 78) (Bertolotti et al., 2000). La liberacion de los tres sensores da
lugar a la activacion de los tres “brazos” de la UPR (Figura 17):

- Activating Transcription Factor-6 (ATF6): tras su liberacién, se transloca al
aparato de Golgi, donde se genera el factor de transcripcion activo por escision
proteolitica. ATF6 activa la transcripcion de genes cuyo promotor presenta
elementos de respuesta al ERS (ERSE), como chaperonas (GRP78) y proteinas
del ERAD como EDEM (Mannosidase Like Protein). Induce ademas la
expresion de CHOP (C/EBP Homologous Protein) tras su union a elementos de
respuesta a AMPc (CRE) (Shen et al., 2002).

- Inositol-Requiring Enzyme-1la (IRE1a): tras su liberacion, se agrupa y activa por
autofosforilacion. Es una endorribonucleasa que activa XBP1 (X-box Binding
Protein 1) mediante splicing atipico de su ARNm. A partir del ARNm generado
(XBP1-S) se traduce un factor de transcripcion que se une a elementos ERSE
(Kaplowitz et al., 2006).

- Protein Kinase Double-stranded RNA-dependent-like ER Kinase (PERK): al
liberarse de GRP78, se agrupa y activa por autofosforilacion, activando elF2a
(Eukaryotic Translation Initiation Factor-2a subunit). Este factor provoca una
inhibicidn global de la sintesis de proteinas, si bien aumenta especificamente la
transcripcion de ATF4 (Activating Transcription Factor-4), que es capaz de

unirse a los elementos de respuesta CRE (DuRose et al., 2009).

Cuando la activacion de estos mecanismos no consigue una disminucion del ERS, se da
una respuesta patoldgica. La sobreexpresion de CHOP favorece el estrés oxidativo y la
inflamacidn y resulta en una activacion de las rutas pro-apoptoticas por inhibicion de la
transcripcion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 y activacion de otras pro-apoptoticas
como Bim (Urra et al., 2013) (apartado 1.3.3). Por otro lado, la sobreactivacion de
IREla puede provocar un aumento de la autofagia, la resistencia a la insulina, la
activacion del inflamosoma, la apoptosis y piroptosis (Urano et al., 2000; Kaneko et al.,
2003; Lerner et al., 2012) (apartado 1.3.3). La disminucion global de la transcripcion
mediada por PERK puede promover la inflamacion mediante NF-kp (Nuclear Factor-
kB) (Deng et al., 2004). En general, la induccion de muerte celular por ERS es el

resultado de la interaccion de multiples vias de sefializacion. Actualmente, se trabaja
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con el concepto de “UPRsoma”, por el cual los sensores descritos actian como
andamiaje donde se producen modificaciones postraduccionales y unen cofactores que
regulan finamente e integran la informacion de las distintas vias para determinar el
destino celular (Hetz et al., 2018).
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Figura 17: Representacion de los primeros eventos tras la activacion de la Unfolded Protein Response
(UPR). Al aumentar la carga de proteinas en el reticulo endopldsmico (ER), la chaperona GRP78/BIP se
une a los polipéptidos, liberando los receptores anclados a la membrana ATF6, IREla y PERK. ATF6 se
transloca al aparato de Golgi, sufriendo una escision proteolitica que lo activa, permitiendo que aumente
la transcripcion de genes como BIP y CHOP, entre otros. IREla se autofosforila, activando su accion
endorribonucleasa y permitiendo el splicing atipico de XBP1, dando lugar al factor de transcripcién
activo, que participa en la regulacién de BIP, entre otros. PERK se activa mediante autofosforilacion, lo
que permite la activacion por fosforilacion de elF2a, que en general disminuye la transcripcion, pero
aumenta especificamente la de ATF4.

2.3.3. Muerte celular

Como se ha comentado anteriormente, la activacion del estrés oxidativo y del estrés de
reticulo por los ABs puede desembocar en la activacion de distintas vias de muerte
celular, que varian en sus caracteristicas bioquimicas y morfolégicas, pero que también

determinan las posteriores consecuencias a nivel sistémico.
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Entre los distintos mecanismos de muerte celular, la necrosis es el Unico proceso de
muerte celular no regulado e independiente de energia en el que la célula es una victima
pasiva. Morfoldgicamente se caracteriza por una fragmentacion del nucleo y lisis
celular, que libera al espacio extracelular todo su contenido, actuando como sefal
quimiotactica para la activacion de los macréfagos y las células dendriticas del tejido
(Elmore, 2007).

En contraposicion, la apoptosis es un mecanismo de muerte celular programado, en el
que la célula integra sefiales extracelulares e intracelulares y activa una cascada de
sefializacion compleja, dependiente de energia, que resulta en la transformacion de la
célula en cuerpos apoptéticos que pueden ser rapidamente fagocitados por los
macrofagos del tejido. Esto hace que se considere a la apoptosis una muerte “limpia”,
sin apenas activacion de la respuesta inmune. Asi, morfolégicamente se distingue de la
necrosis por la reduccion paulatina del tamafio celular, por el mantenimiento de la
integridad de las membranas y por un desmantelamiento ordenado de todas las
estructuras celulares (reordenacion de orgédnulos, condensacion de la cromatina y
posterior fragmentacién del ADN, blebbing de la membrana celular...). Ademas,
bioquimicamente la apoptosis depende de la activacion de unas cisteina proteasas
denominadas caspasas. Clasicamente, se han descrito dos vias tipicas de iniciacion de la
apoptosis:

- Ruta extrinseca: depende de la activacion de los receptores de muerte. La
activacion de estos receptores por sus ligandos provoca el reclutamiento de
varias proteinas, lo que resulta en la autoactivacién de la procaspasa 8. Los ABs
pueden unirse a receptores de muerte celular Fas, activando esta ruta (Faubion et
al., 1999).

- Ruta intrinseca: en este caso, existen multitud de sefiales iniciadoras que no
dependen de receptores especificos. En cualquier caso, todos estos estimulos
resultan en cambios en la membrana mitocondrial interna, generandose un poro
de permeabilidad transitoria en la membrana mitocondrial. Esto permite la
liberacion al citoplasma de distintos elementos que forman el “apoptosoma”, lo
que resultard en la activacion de la procaspasa 9. Los ABs, a través de la

generacion de ROS (apartado 1.3.1), son capaces de activar esta ruta.

En este punto, ambas rutas pueden potenciarse o inhibirse por diferentes mecanismos.

El mas estudiado implica a la familia de proteinas BCL-2, que engloba més de 25 genes
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que codifican para proteinas pro-apoptoticas (como Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, y
Bik) y anti-apoptoticas (como Bcl-2, Bcl-x y Bcl-XL). Si las sefiales iniciadoras
progresan, ambas rutas convergen en las vias de ejecucion, en las cuales las caspasas
iniciadoras (8 y 9) activan las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7), responsables de los

cambios morfoldgicos descritos (ElImore, 2007).

Se han descrito otros mecanismos de muerte celular con caracteristicas intermedias
entre los dos anteriores. La necroptosis, aunque morfolégicamente se parece a la
necrosis, difiere sustancialmente de ella en que es un mecanismo activo y regulado de
muerte celular. Los estimulos que activan la ruta extrinseca de la apoptosis son capaces
de activar los mecanismos de necroptosis si las caspasas se encuentran inactivadas, por
ejemplo, por inhibidores virales de caspasas (Tait et al., 2014). La muerte celular
independiente de caspasas es inducida por aquellos factores proapoptoticos que
provocan la formacién de un poro de permeabilidad transitoria en la membrana
mitocondrial y que, en presencia de caspasas, provocarian la activacion de la via
intrinseca de la apoptosis (Tait et al., 2014). Por altimo, la piroptosis es un tipo de
muerte celular programada mediada por caspasas, como ocurre en el caso de la
apoptosis, pero dependiente de inflamacion. La piroptosis estd mediada por la caspasa 5,
que se activa por accion del “inflamosoma”. Ademds, esta caspasa participa en la
activacion de citoquinas proinflamatorias como IL1p e I1L18. Asimismo, es capaz de
inducir la apertura de poros en la membrana plasmatica, de manera que las células que
sufren piroptosis se hinchan y mueren por lisis osmotica, como ocurre en los procesos
necrdticos (Tait et al., 2014).

Por otro lado, la autofagia es un proceso altamente conservado, dependiente de
lisosomas, en el que se produce la degradacién y reciclaje de distintas estructuras, desde
moléculas hasta organulos (Mizushima, 2011). Durante la autofagia, se generan unas
vesiculas denominadas autofagosomas, por elongacion de pequefias estructuras de
membrana. Los autofagosomas maduros se fusionan con lisosomas, digiriendo el
contenido y permitiendo el reciclaje de las macromoléculas para la formacion de nuevas
estructuras. La autofagia es frecuentemente considerada un mecanismo de supervivencia
a estrés, que precede a los mecanismos de muerte celular, si bien existen algunas
situaciones en las que se ha puesto de manifiesto que la autofagia puede mediar la

muerte celular de forma independiente a otros procesos (Liu et al., 2013).
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2.4. PAPEL DE LOS ACIDOS BILIARES EN PATOLOGIA HEPATICA

2.4.1. Colestasis y colelitiasis

La colestasis es una condicion patoldgica caracterizada por una reduccién o ausencia de
la llegada de secrecion biliar al duodeno, que puede deberse a defectos de los
hepatocitos o colangiocitos (colestasis intrahepatica) o a obstrucciones del flujo biliar a
nivel de los conductos biliares (colestasis extrahepatica) (Chiang, 2013). La principal
consecuencia de la alteracion del flujo biliar es la acumulacion de constituyentes de la
bilis potencialmente toxicos, como los ABs, la cual conduce a un proceso de
inflamacion y fibrosis hepatica que, si se prolonga en el tiempo, puede desembocar en

cirrosis, cancer y, en ultimo término, fallo hepatico.

La etiologia de la colestasis y colelitiasis es diversa. La colestasis intrahepatica puede
deberse a defectos funcionales en el proceso de formacion de la bilis, ya sea por
defectos en la sintesis de ABs, defectos en las proteinas de transporte o alteraciones de
los mecanismos de regulacion de los mismos inducidos por farmacos, el embarazo o
ciertas condiciones patoldgicas. En cuanto a la colestasis extrahepética, suele deberse a
obstrucciones mecanicas debidas a calculos biliares o a tumores locales. En la
colelitiasis, la proporcién de los distintos componentes de la bilis juega un papel muy
importante. La correcta proporcion de ABs, colesterol y fosfolipidos en bilis es crucial
para mantener el colesterol en solucién y prevenir la precipitacion de cristales de este, el
primer paso en la formacion de calculos biliares (Lo Sasso et al., 2008; Portincasa et al.,
2009). Una proporcion adecuada de ABs y fosfolipidos en la bilis protege frente a la
aparicion de calculos, mientras que una concentracion desproporcionadamente elevada

de colesterol predispone a su formacién (Chiang, 2013).

2.4.2. Esteatosis y esteatohepatitis no alcohélica

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD, Nonalcoholic Fatty Liver
Disease) es actualmente la patologia cronica hepatica con mayor prevalencia. Asociado
al llamado sindrome metabdlico, el comienzo de esta patologia es relativamente benigno
y reversible, caracterizado por la acumulaciéon de triglicéridos en los hepatocitos o
esteatosis hepatica (NAFL, Nonalcoholic Fatty Liver). Sin embargo, la NAFL puede
progresar a esteatohepatitis (NASH, Nonalcoholic Steatohepatitis), que se caracteriza
por la aparicion de inflamacion, fibrosis y ballooning de los hepatocitos. No existe

tratamiento curativo para estos trastornos, que en un 21-28% de los casos se agrava aln
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mas hasta la aparicion de cirrosis, pudiendo desencadenar en Ultima instancia la

aparicion de hepatocarcinoma (Fotbolcu et al., 2016).

En cuanto a su patogenia, durante mucho tiempo la hipétesis mas aceptada ha sido la de
“dos eventos” (two hit) (Day, 2002): la acumulacion de grasa intrahepatica (primer
evento) provocaria un aumento del estrés oxidativo (segundo evento), que
desencadenaria el resto de mecanismos fisiopatoldgicos. Si bien esta hipétesis sigue
siendo valida, parece que existen mas “eventos” que intervienen en el desarrollo de esta
enfermedad. En este sentido, diversos estudios parecen indicar qué existe un papel de
los ABs en la etiopatogenia de la enfermedad. Asi, se ha encontrado que en pacientes
obesos con NAFLD, los niveles de ABs en suero se encuentran aumentados y que los
acidos grasos son capaces de inhibir la accion de SHP, produciéndose un aumento de la
expresion de las enzimas involucradas en la sintesis de ABs (apartado 1.2.6.1)
(Bechmann et al., 2013). Por otro lado, la severidad de NASH se ha asociado con
cambios especificos en la composicion de los ABs en suero, encontrandose un aumento
de las especies mas hidrofilicas (CA y sus conjugados) tanto en suero como en el tejido
hepatico. Esto implica una menor activacion del receptor nuclear FXR, lo que debido a
su importancia en la regulacién tanto de la sintesis como de la circulacién
enterohepéatica de los ABs (apartado 1.2.6.1), podria resultar en una acumulacién
intrahepética de ABs, contribuyendo a la patogenia de la NAFLD (Jahn et al., 2018).

2.4.3. Danfo hepatico inducido por farmacos (DILI)

El dafio hepatico inducido por farmacos (DILI, Drug Induced Liver Injury), es un
conjunto de respuestas hepaticas que ocurren tras la exposicion a un compuesto
quimico, normalmente un farmaco. Actualmente, mas de 350 farmacos se han asociado
con el desarrollo de DILI (Kaliyaperumal et al., 2018). EI DILI mas frecuente es
asintomatico y se caracteriza por una elevacion moderada de las transaminasas séricas
que se detectan en andlisis rutinarios y que recupera la normalidad tras la retirada del
farmaco. Sin embargo, el DILI se ha convertido en la primera causa de fallo hepatico
fulminante, definido como una disfuncidon hepatica repentina y potencialmente mortal
que cursa con coagulopatia y encefalopatia dentro de las 26 semanas posteriores al
inicio de la enfermedad. Ademas, los farmacos pueden causar DILI de forma predecible
y dosis-dependiente, conocido como DILI intrinseco, o de forma impredecible y no

dependiente de la dosis, denominado DILI idiosincrasico (Fisher et al., 2015).
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La causa mas comin de DILI intrinseco es la intoxicacion por paracetamol. Este es
metabolizado en el hepatocito, produciendo un metabolito altamente reactivo, la N-
acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que es reducida por el sistema del glutation. No
obstante, cuando se da una sobredosis de paracetamol y los sistemas antioxidantes
celulares no son suficientes para reducir la NAPQI generada, esta se une a estructuras
celulares, provocando su oxidacion y resultando en una necrosis centrolobular. No
obstante, la identificacion de los mecanismos implicados hace que la intoxicacion por
paracetamol tenga un antidoto sencillo y efectivo: la acetilcisteina permite la
regeneracion de las reservas de glutation, y con ello la destoxificacion del NAPQI
(Fisher et al., 2015).

Por otro lado, la relativa predictibilidad que caracteriza el DILI intrinseco se encuentra
totalmente ausente en el DILI idiosincrasico (iDILI), que se produce en un numero
reducido de pacientes que utilizan la misma dosis y durante el mismo tiempo que otros
sujetos, sin que en estos Ultimos se dé una respuesta patoldgica. El uso de cientos de
compuestos quimicos con propiedades variables en combinacion con factores
interindividuales, tanto genéticos como de otra indole, como la edad o el sexo, es la
causa de un amplio abanico de enfermedades integradas bajo el término de iDILI, lo
que unido al bajo nimero de casos, ha dificultado enormemente el estudio de esta
entidad nosolégica. Se ha descrito una manifestacion caracterizada por
hipersensibilidad, que cursa con fiebre, erupcién cutdnea y granulomas y que se cree
estd mediada por el sistema inmune, si bien la mayoria de los casos se cree que son de
naturaleza metabdlica (Fisher et al., 2015). Actualmente se siguen barajando varias
hipétesis en torno a la etiopatogenia del iDILI, muchas de ellas centradas en la posible
capacidad de ciertos farmacos en inducir una presentacion antigénica y, por tanto, una
respuesta inmune. Otras hipOtesis se basan en la posible existencia de episodios
inflamatorios moderados en el higado que, en combinacion con el tratamiento
farmacologico, desencadenen el fallo hepatico. También en la posibilidad de que los
farmacos como el paracetamol generen hepatotoxicidad a las dosis habituales, que la
mayoria de los individuos pueden compensar por los mecanismos de regeneracion
hepéatica (apartado 1.4.4), pero no aquellos susceptibles a iDILI. Finalmente, otros
autores sugieren que los farmacos podrian interaccionar a distintos niveles con las vias

de sefializacion de supervivencia y apoptosis, otorgando un papel central a la
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sefializacion por TNFa e IFNy, lo que unificaria el resto de las hipdtesis (Roth et al.,
2017).

En funcion del patrén bioquimico de dafio hepatico, el DILI se ha clasificado en DILI
hepatocelular, colestatico o mixto. Asi, si el calculo de la relacion entre la elevacion de
los niveles séricos de alanina-aminotransferasa (ALT) y los de fosfatasa alcalina da un
valor mayor que 5 se considera DILI hepatocelular, si es menor que 2 se considera DILI
colestatico y los valores intermedios definirian el DILI mixto. El analisis de la
histologia en biopsia hepéatica también se ha considerado un elemento importante para

determinar la etiologia del dafio en iDILI (Fisher et al., 2015).

Sin embargo, el diagnostico de iDILI sigue siendo complejo, debido entre otros a la
inespecificidad de los sintomas que pueden aparecer. Recientemente, se han
desarrollado “sistemas de evaluacion de la causalidad”, como el Council for
International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) Scale, en el que a partir de
datos como la relacion temporal entre la toma del farmaco y el desarrollo del dafio
hepatico, exposicion a otros farmacos, exclusion de etiologias alternativas, entre otros,
se calcula una puntuacion ponderada de la probabilidad de que el caso de estudio se
trate efectivamente de un caso de iDILI (Kaliyaperumal et al., 2018).

Por otro lado, en los ultimos afios se han desarrollado mdaltiples estudios
farmacogendmicos que han permitido identificar factores genéticos que predisponen al
iDILI. Entre ellos, destacan polimorfismos en los antigenos leucocitarios humanos,
concentrados en la region de unidn a proteinas, y que parecen estar implicados en el
iDILI generado tras la exposicion a mas de 15 farmacos diferentes. Sin embargo,
polimorfismos en las enzimas que participan en la destoxificacion de farmacos, como
las del citocromo P450 y las glucuronidasas, en proteinas de transporte, como MRP2, en
citoquinas, como IL6, e incluso en receptores nucleares, como PPARY, se han asociado
con iDILI provocado por distintos farmacos, entre ellos el diclofenaco (Daly et al.,
2009; Kaliyaperumal et al., 2018).

2.4.4. Regeneracion hepatica
Una propiedad extraordinaria del higado es la de su regeneracion. En condiciones
fisioldgicas, el higado es capaz de recuperar su tamafio, estructura y funcion tras un

dafio que puede ser de distinta etiologia. Este proceso conlleva una serie de pasos bien
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coordinados en los que primero se inducen factores pro-proliferativos que activan los
hepatocitos quiescentes y los colangiocitos, que entran en ciclo celular, dividiéndose;
las células de Kuppfer, que secretan factores inflamatorios cuya sefializacion también
induce la proliferacion hepatica; y las células estelares, que aumentan la sintesis de
matriz extracelular. Todo ello resulta en la recuperacion de la masa hepética perdida por
el dafo. El control de este circuito esta mediado principalmente por citoquinas, factores
de crecimiento y sefiales metabdlicas (Bohm et al., 2010; Chen et al., 2011). Dentro de
estas ultimas, multiples estudios han demostrado que los ABs son moléculas de
sefializacion indispensables para el inicio del proceso regenerativo, a través de la
activacion de su receptor nuclear FXR tanto a nivel hepatico como intestinal, otorgando
también un papel relevante a la sefializacion por FGF19 (Ueda et al., 2002; Columbano
et al., 2003; Zhang et al., 2004; Huang et al., 2006; Otao et al., 2012).

No obstante, existen situaciones en las que los mecanismos regenerativos se encuentran
sobrepasados, como en el fallo hepatico fulminante o cuando existen dafios crénicos
graves en el higado, tales como los generados por las infecciones con el virus de la
hepatitis C, exceso de consumo de alcohol o la esteatosis hepatica (apartado 1.4.2). En
estos casos, los mediadores de los procesos regenerativos pueden desencadenar y
agravar los procesos patoldgicos, aumentando la inflamacion, la fibrosis y la progresion
a cirrosis y carcinogénesis (Bataller et al., 2005; Forbes et al., 2016).

2.4.5. Enfermedades congénitas que alteran la homeostasis de los acidos biliares

Entre el gran nimero de enfermedades congénitas que afectan al metabolismo de los
ABs, se puede distinguir entre las enfermedades debidas a defectos en el transporte de
los ABs maduros hacia los canaliculos biliares y las enfermedades que afectan a su

sintesis.

2.45.1. Defectos en el transporte de acidos biliares

Los defectos en el transporte de los ABs se deben principalmente a la presencia de
mutaciones que reducen la funcién de las proteinas que participan en su transporte a
través de la membrana canalicular de los hepatocitos. En este sentido, existen dos
grupos de enfermedades bien establecidas, caracterizadas por colestasis intrahepatica
que evoluciona rapidamente a cirrosis. Estas enfermedades hereditarias son raras y se

han agrupado segun su severidad en colestasis hepatocelular benigna (BRIC, Benign
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Recurrent Intrahepatic Cholestasis) o grave (PFIC, Progressive Familial Intrahepatic
Cholestasis) (Jansen et al., 2003). Ambas deficiencias se deben a mutaciones en los
mismos genes, lo que da lugar a una subclasificacion en tres grupos:

- PFIC tipo | (referencia 211600 de OMIM (OMIM®, 2019)): provocada por
mutaciones en el gen ATP8B1, que codifica la ATPasa canalicular FIC1,
responsable de mantener la distribucion asimétrica de fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina y colesterol en la membrana canalicular, protegiéndola de
los efectos detergentes de las altas concentraciones de sales biliares en el lumen
canalicular. Esta enfermedad normalmente comienza con episodios que

progresan a una colestasis cronica con fibrosis, cirrosis y fallo hepatico en los
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primeros 20 afios de vida. Los nifios que sufren de PFIC tipo | presentan un

retraso en el crecimiento, colestasis, prurito, diarrea y, ocasionalmente,
pancreatitis. Los valores de y-glutamil transpeptidasa (GGT) no suelen estar
elevados, si bien los niveles de CDCA si.

- PFIC tipo Il (OMIM 601847): esta patologia afecta a individuos con deficiencia
de BSEP, lo que impide la salida a bilis de la mayoria de los ABs sintetizados en
el hepatocito. Los primeros sintomas incluyen ictericia y la aparicion de
hepatitis de células gigantes. La enfermedad progresa rapidamente,
requiriéndose el trasplante hepatico antes de los 10 afios. Los niveles de GGT se
mantienen en valores normales, como en el caso anterior. La histologia hepatica
de estos pacientes muestra una inflamacion y fibrosis mas severas que en el caso
de PFIC tipo I.

- PFIC tipo Il (OMIM 602347): se debe al déficit funcional de la proteina
MDR3, implicada en el transporte de fosfolipidos a los canaliculos biliares,
Todo fosfatidil colina o lecitina. En contraposicion con los dos tipos anteriores,
las manifestaciones clinicas de PFCIII aparecen mas tarde, la ictericia es menos
evidente, los niveles de GGT en suero se encuentran aumentados Yy la histologia

hepéatica muestra proliferacion de conductillos biliares y fibrosis.

También se han descrito alteraciones en la proteina MRP2, encargada de la secrecion de
ABs conjugados y bilirrubina, asociadas con el sindrome de Dubin-Johnson (OMIM
237500), una enfermedad caracterizada por hiperbilirrubinemia cronica, en la que los

pacientes también tienen niveles séricos elevados de ABs y colestasis.
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2.4.5.2. Deficiencias en la sintesis de acidos biliares

Los defectos en la sintesis de ABs son enfermedades genéticas poco comunes y que
afectan tanto a los procesos de modificacién del nucleo esteroideo como a los de
modificacion de la cadena lateral y la amidacion. Dentro de estas Gltimas destacan las
enfermedades peroxisomales, provocadas por problemas en la biogénesis de los
peroxisomas que suponen la ausencia o disminucion del nimero de peroxisomas, o por
defectos en enzimas especificas de las rutas biosintéticas que tienen lugar en este

organulo (apartado 1.4.5.3).

En cuanto a los defectos congénitos que afectan a los primeros pasos de la sintesis de
los ABs, implicados en la modificacion del ndcleo esteroide del colesterol, se han
descrito deficiencias en las enzimas CYP7Al, HSD3B7, AKR1D1, CYP7B1l y
CYP27AL.

La deficiencia de la enzima CYP7AL no provoca una deficiencia total de ABs, ya que la
ruta de sintesis alternativa puede seguir produciendo ABs primarios. Sin embargo, una
caracteristica comun en estos pacientes es el desarrollo de hipercolesterolemia resistente
al tratamiento con estatinas, con altos niveles de LDL. Ademas, algunos pacientes
también presentan hipertrigliceridemia y un riesgo aumentando de sufrir calculos
biliares. Ademas, se cree que este defecto puede ser codominante, ya que los individuos
heterocigotos presentan niveles elevados de colesterol y, por tanto, un mayor riesgo para
el desarrollo de aterosclerosis o formacion de calculos biliares (Pullinger et al., 2002).
No obstante, en algunos sujetos portadores de mutaciones en CYP7A1 se ha descrito el
desarrollo de enfermedad hepatica grave, caracterizada por colestasis, defectos en la
sintesis de proteinas y otros metabolitos, hepatitis, fibrosis e incluso cirrosis con niveles
normales de GGT (Setchell et al., 1998; Ueki et al., 2008). Estos pacientes fallecieron
durante la infancia, mientras que otros con cuadros clinicos similares pudieron ser
tratados con éxito mediante trasplante (Mizuochi et al., 2011) y terapia de reemplazo
con CDCA (Dai et al., 2014).

La deficiencia en HSD3B7 (OMIM 607765) fue el primer defecto congénito descrito en
la sintesis de ABs (Clayton et al., 1987; Buchmann et al., 1990), y se caracteriza
clinicamente por colestasis neonatal, deficiencia de vitaminas liposolubles, esteatorrea y

enfermedad hepética que responde favorablemente a las terapias de reemplazo con ABs
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(Ichimiya et al., 1991). Bioquimicamente, se produce la acumulacion de ABs C24 en

los que se mantiene el doble enlace en la posicion D5.

Los pacientes con deficiencia de AKR1D1 (OMIM 235555) presentan una
sintomatologia equivalente a los pacientes con deficiencia de HSD3B7 (Gonzales et al.,
2004). Bioguimicamente, los ABs primarios se encuentran en baja concentracion en
plasma, donde se pueden detectar tauro- y glico-conjugados de los intermediarios acido

7a-hidroxi-3-0x0-4-colenoico y acido 7a,12a-dihidroxi-4-colenoico.

Por otro lado, se han encontrado mutaciones en CYP7B1 en pacientes que sufren de un
tipo de paraplejia espastica (SPG5A, OMIM 270800) (Tsaousidou et al., 2008;
Biancheri et al., 2009; Arnoldi et al., 2012), caracterizada por espasticidad progresiva
de las extremidades inferiores debido a la degeneracién de las neuronas motoras
superiores. En ambas presentaciones, los ABs 3B-hidroxi-D5 constituyen >90% de los
ABs presentes en plasma, considerandose los principales agentes responsables de la

toxicidad en el higado y en otros tejidos (Mathis et al., 1983).

Finalmente, la deficiencia de CYP27Al es la responsable de CTX (OMIM 213700).
Esta condicidn se caracteriza por la aparicion de depositos de colesterol y colestanol en
todo el cuerpo, particularmente grandes en el cerebro, los pulmones y los tendones de
Aquiles. Los sintomas se desarrollan de manera secundaria a la ubicacion de los
depositos xantomatosos, incluyendo disfuncion neurolégica progresiva y la aparicion
prematura de aterosclerosis y cataratas (Salen et al., 1979). No obstante, el estudio de
pacientes pediatricos ha demostrado la aparicién temprana de signos de enfermedad

hepética, como diarrea e ictericia colestatica neonatal prolongada (Clayton et al., 2002).

2.4.5.3. Trastornos peroxisomales

La falta de peroxisomas o la alteracion en cualquiera de sus funciones normales es la
base de los trastornos peroxisomales (PD), en los que hay uno mas defectos en la
sintesis de ABs y de plasmaldgenos, y una acumulacion excesiva de acidos grasos de
cadena muy larga, &cido fitanico, acido pristanico, que pueden causar dafios en las
células nerviosas en desarrollo y en otros drganos (ojo, higado, rifidbn y hueso)
(Steinberg et al., 2006; Waterham et al., 2012). La incidencia de la adrenoleucodistrofia
ligada al cromosoma X (X-ALD) (OMIM 300100), la PD mas comun, es de 1 en
15,000-17,000 hombres, mientras que la incidencia combinada de las otras PD es de 1
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en 50,000. Todas las PD son autosomicas recesivas, excepto X-ALD, que esta ligada a
X recesiva (Aubourg et al., 2013). Los PD se subdividen en tres subgrupos: trastornos
de la biogénesis del peroxisoma (PBD), deficiencias de transportadores de sustratos

peroxisomales y deficiencias de enzimas peroxisomales.

El grupo PBD incluye el sindrome de Zellweger (ZS; OMIM 214100), la
adrenoleucodistrofia neonatal (NALD; OMIM 614885), la enfermedad Refsum infantil
(IRD; OMIM 601539) y la condrodisplasia punctata rizocolica tipo 1 (RCDP1; OMIM
215100). ZS, NALD e IRD son claramente distintos de RCDP1, y generalmente se
conocen como trastornos del espectro de Zellweger (ZSD), siendo ZS el mas grave y el

IRD el menos grave (Aubourg et al., 2013).

El grupo de deficiencias en transportadores de sustratos peroxisomales ha incluido
clasicamente s6lo una enfermedad, X-ALD (Valdez et al., 1991; Wanders et al., 2005;
Steinberg et al., 2006; Aubourg et al., 2013), si bien recientemente se ha descrito la
deficiencia de ABCD3 (Ferdinandusse et al., 2015).

En el grupo de las deficiencias enziméticas peroxisomales se incluyen las que afectan a
las enzimas acil-CoA oxidasa 1 (ACOX1; OMIM 264470), DBP, AMACR, SCPX,
fitanoil-CoA hidroxilasa (enfermedad Refsum en adultos; OMIM 266500), acil-CoA-
dihidroxiacetona  fosfato  aciltransferasa  (RCDP2; OMIM  222765) vy
alquildihidroxiacetona fosfato sintasa (RCDP3; OMIM 600121), si bien recientemente
se han descrito también afecciones en las enzimas BAAT y ACOX2, esta Ultima objeto
de estudio en esta Tesis Doctoral. Entre las enfermedades peroxisomales provocadas por
defectos en enzimas especificas de la B-oxidacion, destacan por su efecto sobre el

metabolismo de los ABs las siguientes patologias:

- Deficiencia de la enzima AMACR (OMIM 604489): se trata de una enfermedad
peroxisomal rara, autosomica y recesiva, descrita en un grupo pequefio de
pacientes y caracterizada por concentraciones elevadas en plasma de acido
pristanico y los intermediarios de la sintesis de ABs, DHCA y THCA, pero no
de los acidos grasos que sufren acortamiento a través de la B-oxidacion en el
peroxisoma, los cuales no son sustrato de esta enzima. Presenta un ndmero
variable de sintomas y signos clinicos, describiéndose dos presentaciones

fenotipicas bien diferenciadas. La primera representacion fenotipica identificada
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es la que define como patologia el Defecto de la enzima AMACR y se
caracteriza por una neuropatia sensorial y motora degenerativa. Los dos
pacientes diagnosticados diferian ligeramente en sus sintomas y signos clinicos:
mientras que uno presentaba convulsiones, fallos visuales, migrafas, depresion y
retinitis pigmentaria (degeneracion progresiva de la retina), el otro tenia afectada
principalmente la via corticoespinal. La segunda representacion fenotipica se ha
definido como otra patologia, con el nombre de “Defecto congénito en la sintesis
de acidos biliares 4”. Se ha descrito en varios nifios y se manifiesta como una
enfermedad hepatica fulminante, caracterizada por coagulopatia, deficiencia de
vitaminas liposolubles como las vitaminas E y D y colestasis media. El
tratamiento con UDCA parece contrarrestar los efectos tan graves de esta
representacion, al interaccionar con la absorcion del colesterol, asi como con la
reabsorcion y sintesis de los ABs y permite a los pacientes continuar con una
vida relativamente normal.

Deficiencia de la enzima DBP (OMIM 261515): esta enfermedad es una de las
enfermedades peroxisomales descritas mas recientemente, aunque se ha
comprobado que es una patologia relativamente comun y que ciertas patologias
cuya etiologia no estaba clara o que fueron diagnosticadas como alguna de las
enfermedades peroxisomales mas habituales se deben realmente a una
deficiencia en la enzima DBP. Se presenta cuando se producen ciertas
mutaciones en el gen codificante de la proteina DBP, tanto en homocigosis
como en heterocigosis, y compromete seriamente la vida, ya que la esperanza de
vida suele ser menor de 5 afios. Debido a las dos actividades llevadas a cabo por
la enzima DBP (hidratasa y deshidrogenasa), se han descrito tres tipos distintos
de esta patologia: tipo I, en la que se encuentran afectadas tanto la actividad
hidratasa como deshidrogenasa; tipo Il, en la que se encuentra afectada
exclusivamente la region de la actividad hidratasa; y tipo Ill, en la que se
encuentra afectada exclusivamente la region que lleva a cabo la
deshidrogenacion. Sin embargo, los sintomas y signos clinicos de estos tres tipos
de deficiencia de la proteina DBP son similares entre si y a otras enfermedades
peroxisomales. Practicamente todos los pacientes presentaban hipotonia
neonatal, convulsiones y nulo desarrollo psicomotor. Otros signos frecuentes son
distintos tipos de dismorfismo externo como microcefalia, hipertelorismo,

retrognatia, frente alta, etc., y espasmos y fallos del sistema visual como
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estrabismo, nistagmo e incapacidad para fijar la vista en objetos. Debido a su
papel en el peroxisoma, cabria esperar una acumulacion en sangre de acidos
grasos de 26 carbonos o mas largos y ramificados, acido fitanico y los
precursores de los ABs, DHCA y THCA. Sin embargo, esto no ocurre en todos
los casos, donde los intermediarios que menos frecuentemente se acumulan son
el DHCA y THCA, lo cual parece estar relacionado con una mayor
supervivencia de los pacientes afectados.

Deficiencia de la enzima SCPx (OMIM 613724): se ha descrito exclusivamente
en un paciente de 44 afos que presentaba temblor cefalico por distonia cervical
y torticolis espasmddica de forma cada vez mas frecuente; al que también se le
habia diagnosticado, entre otros, hipogonadismo hipergonadotrépico y
azoospermia, que en conjunto suponen una afectacion de los organos sexuales
debido a fallos hormonales; afecciones en las vias sensoriales del sistema
nervioso periférico y central, como movimientos oculares sacadicos patoldgicos,
hiposmia e hipoacusia; y anormalidades en la sustancia blanca y gris del talamo
y la regién occipital. Ademas, se observo una acumulacion ligeramente anormal
de DHCA y THCA en plasma, mientras que habia una acumulacion clara de
acido pristanico y los niveles de &cidos grasos de cadena larga o ramificada eran
normales.

Deficiencia de la enzima BAAT (OMIM 607748) (Setchell et al., 2013): un
estudio en 10 pacientes pediatricos, pertenecientes a 7 familias, ha permitido
caracterizar el principal signo clinico de esta enfermedad: deficiencia severa de
vitaminas liposolubles, lo que provocd raquitismo en 4 de los 10 nifios y
fracturas Oseas en 2 de ellos. A parte de esta caracteristica coman, la gravedad
de la deficiencia era variable entre los distintos nifios, complicandose en un caso
hasta el desarrollo de fallo hepatico que requirié el trasplante del paciente. Asi
mismo, se detectaron deficiencias en crecimiento de los nifios mas jovenes vy,
aunque la colestasis no fue una caracteristica comun, si se encontraron signos de
fibrosis y una excesiva proliferacion de conductillos biliares. Entre las
caracteristicas bioquimicas, se describio una ausencia total de ABs conjugados y
una disminucion del tamafio del pool de ABs, donde los ABs mayoritarios
fueron el CA y el DCA. Ademas, en 7 de los 8 pacientes en los que se pudo

realizar el estudio genético, se encontraron mutaciones en el gen BAAT en
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homocigosis, mientras que sus familiares no afectados la presentaron en

heterocigosis, indicando una herencia autosémica recesiva.

2.4.6. Los acidos biliares como agentes farmacologicos en enfermedades hepaticas
Como se ha comentado en los apartados anteriores, los ABs se han implicado en
diversidad de patologias hepaticas. Sin embargo, algunos de ellos también se han
utilizado como tratamiento de estas mismas patologias. Asi, el UDCA, marcadamente
mas hidrofilico que otros ABs (Perez et al., 2009), es comercializado bajo el nombre de
“Ursobilane” para la disolucion de calculos biliares y el tratamiento de la colangitis
biliar primaria. En este sentido, el UDCA protege de los efectos tdxicos de los ABs méas
hidréfobos por su actividad antioxidante y anti-apoptdtica, estimula la secrecién biliar y
participa en procesos de inmunomodulacion, por lo que también se ha propuesto como
tratamiento tras el trasplante de higado, en enfermedades hepéticas poliquisticas, en
NASH y en DILI (Marin et al., 2015).

2.5. ACOX2: GEN, PROTEINA Y FUNCION

El gen ACOX2 (Genbank ID: 8309) se encuentra localizado en el brazo pequefio del
cromosoma 3 (3p14.3) y codifica la enzima acil-CoA oxidasa 2 0 ACOX2. Este gen
tiene 15 exones, constituyendo el exon 1 y parte del exon 2 la region 5S’UTR de
regulacion de la expresion genica. A partir del gen se forman un total de 14 variantes
del ARNm por splicing alternativo, aunque hasta el momento se sabe que solo tres de
ellas codifican para proteinas, y se diferencian principalmente en la region 3’ terminal.
Ademas, se ha descrito una variante mas corta de ACOX2 cuya transcripcion se inicia en
el intron 9 de la variante silvestre y contiene solamente los exones 10-15 de la variante
completa. Su regulacion transcripcional es sensible a estrogenos y su expresion se ha
encontrado aumentada en cancer de mama (Bjorklund et al., 2015) y hepatocarcinoma
(Hodo et al., 2010).

La proteina ACOX2 exclusivamente es funcional en la matriz del peroxisoma
(Ferdinandusse et al., 2018), adonde es transportada gracias a que contiene el péptido
sefial de localizacién microsomal PTS1 y es reconocido por la proteina PEX5 de la
membrana peroxisomal. La acil-coA oxidasa ACOX2 participa en la B-oxidacion tanto
de los acidos grasos de cadena muy larga y ramificada, como de los intermediarios en la
sintesis de novo de ABs (THCA y DHCA). De las tres acil-CoA oxidasas descritas en
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humanos (ACOX1, ACOX2 y ACOX3), recientemente se ha demostrado que ACOX2
es la Unica que reconoce como sustrato los intermediarios THCA y DHCA
(Ferdinandusse et al., 2018) y, por tanto, la Unica que participa en la sintesis de ABs
(apartado 1.2.1).

ACOX2 utiliza el flavin adenin dinucledtido (FAD) como cofactor y en su forma activa
se encuentra formando dimeros. La estructura de la enzima ort6loga a ACOX2 en la rata
se ha estudiado por cristalografia de rayos X (Nakajima et al., 2002), describiéndose
tres dominios principales (Figura 18):

- Un dominio en a-hélice en el extremo N-terminal (Acyl-Coenzyme A Oxidase N-
terminal, referencia PF14749 en la base de datos Pfam (Finn et al., 2014)),
formado por cinco a-hélices antiparalelas empaquetadas, que participan en la
formacion de la hendidura de union al substrato, y otras dos a-hélices que se
extienden hacia el dominio C-terminal, cubriendo su superficie (Pedersen et al.,
2005).

- Un dominio intermedio plegado en forma de pseudobarril B (Acyl-CoA
Dehydrogenase, middle domain, PF02770), que interconecta los otros dos y que
participa en la interaccion con el anillo de flavina del FAD (Kim et al., 1993).

- Un dominio C-terminal catalitico con estructura en a-hélice (Acyl-CoA Oxidase,
PF01756), constituido por nueve a-hélices y los bucles que las conectan. Cuatro
a-hélices forman un grupo implicado en la interaccion con el substrato, mientras
que otra las conecta con otro grupo de cuatro a-hélices que forma un entorno

adecuado para que se lleve a cabo la reaccion (Hayashi et al., 1998).

Estos dominios se acomodan de manera que los dominios N-terminal y en barril 3 rotan
respecto al dominio C-terminal, lo que proporciona una hendidura suficientemente
grande para el substrato. Sin embargo, esto provoca que el anillo de flavina del FAD se
encuentre en el centro activo de la enzima, pero alejado del residuo catalitico del
dominio C-terminal (Glu421), y que el residuo de pirimidina quede expuesto, lo que
facilita su oxidacion. Por ello, la enzima debe sufrir un cambio conformacional tras la
union del sustrato, pasando de una forma “abierta” a una “cerrada”. En la unién de FAD
participan los dominios C-terminal y el dominio en barril  de las dos subunidades que
conforman el homodimero. El dominio C-terminal también desempefia un papel
fundamental tanto en la dimerizacion de la proteina como en la union del sustrato, si

bien varias de las a-hélices que constituyen el dominio N-terminal también estan
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implicadas en la union a la enzima de los &cidos grasos de cadena ramificada o del
THCA y DHCA (Figura 18).
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Figura 18: Estructura tridimensional de la proteina ACOX2 de rata, en forma de monémero (A) y de
dimero (B), donde una subunidad se ha representado totalmente en azul, mientras que en la otra se sigue
el esquema de colores del monomero: el dominio en barril B en azul claro, el dominio N-terminal en
verde y el dominio C-terminal en rojo y amarillo. La molécula de FAD se ha representado mediante el
modelo de bolas y barras (Nakajima et al., 2002).

En cuanto al mecanismo catalitico de esta enzima, es idéntico al de otras oxidasas
peroxisomales y mitocondriales: la reaccién de oxidorreduccién (el substrato se oxida,
el FAD se reduce) se produce por la eliminacion de un protoén en a por el residuo
catalitico, acoplado a la transferencia del grupo hidruro en la posicion 3 del substrato al

anillo de flavina del FAD (Nakajima et al., 2002).

A diferencia de lo que ocurre con su ortéloga en rata, que sélo se encuentra en el
higado, la ACOX2 humana se expresa también en tejidos extrahepaticos, principalmente
en el rifion, tiroides y ciertas partes del intestino delgado (Figura 19) (Baumgart et al.,
1996).
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Figura 19: Perfil de expresion de ACOX2 en tejidos sanos obtenido de la base de datos NCBI. Los datos
de RPKM (reads per-kilo base per million mapped reads) determinados mediante RNAseq se
normalizaron por la expresion de GAPDH y son la mediatSD de medidas obtenidas de 95 individuos
diferentes. De acuerdo con la base de datos Protein Atlas (Protein-Atlas, 2019), en la silueta humana se
destacan los 6rganos con alta expresion de la proteina ACOX2.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Muestras humanas

Las muestras de ADN, suero y orina del probando y su familia se obtuvieron en la
Clinica Universidad de Navarra y el Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA)
de la Universidad de Navarra (Pamplona). Los datos de los sujetos participantes en el
estudio se trataron con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la normativa
basada en la Ley 15/99 (R.D. 994/99).

3.1.2. Animales

Los ratones de la cepa C57BL/6J portadores de la mutacion ¢.673C>T en el gen Acox2
murino, que produce la variante p.R225W de Acox2, fueron generados en el Servicio de
Transgénesis de la Universidad de Salamanca por el equipo que dirige el Dr. Manuel
Sanchez Martin, mediante manipulacion genética de embriones de ratdn utilizando la
tecnologia CRISPR/Cas9.

Los animales tenian libre acceso tanto a la bebida como al pienso granulado comercial y
se mantuvieron en habitaciones a temperatura (20 - 25 °C) y humedad relativa (40 - 70
%) controladas, dotadas de un sistema de iluminacién regulable que establecia un ciclo
de luz/oscuridad (12 h/12 h) constante.

Los animales fueron manipulados segun las especificaciones de la Comunidad Europea
(86/609/EEC y 2003/65/EC) y la normativa espafiola vigente para el uso y cuidado de
animales utilizados en experimentacion (RD 1201/2005, BOE 252/34367-91, 2005).
Los protocolos experimentales empleados durante la realizacion de este trabajo fueron
aprobados por el Comité de Bioética para el uso de animales de laboratorio de la

Universidad de Salamanca.

3.1.3. Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares de origen humano:

Alexander o PCL/PRF/5 (CRL 8024) de hepatoma, HepG2 (HB-8065) de
hepatoblastoma y HEK-293T (CRL-11268), derivadas de las células HEK293
embrionarias de rifién, para la produccién de vectores lentivirales; proporcionadas por
la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, Barcelona).

HuH-7, de carcinoma hepatocelular, obtenida del Japanese Collection of Research
Bioresources Cell Bank (Tokio, Japon) (JCRB JCRB0403).
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HUH-6, de hepatoblastoma, cedida por la Dra. Carolina Armengol (Fundacio Institut

Investigacio Germans Trias i Pujol, Badalona).

Ademés, se utilizaron 3 lineas celulares hepéaticas con un nivel elevado de
diferenciacion:

IHH, de hepatocitos humanos inmortalizados (Schippers et al., 1997), proporcionada
por el Dr. Andreas Geier (Hospital Universitario de Wurzburg, Alemania).

HepaRG, derivada de carcinoma hepatocelular sobre infeccion con hepatitis C (Gripon
et al., 2002), que se adquirio en la casa comercial Thermo Fisher (Madrid).

WIF-B9, linea hibrida obtenida de células Fao de hepatoma de rata y fibroblastos
humanos WI-38 (Decaens et al., 1996), proporcionada por la Dra. Doris Cassio
(INSERM, Paris, Francia).

3.1.4. Bacterias

Se utiliz6 la cepa DH50 de Escherichia coli proporcionada por el Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular de la Universidad de Salamanca.

Las bacterias E. coli “One Shot Machl T1” competentes, de elevada eficacia de

transformacion, se compraron a Invitrogen (Thermo Fisher).

3.2. PRODUCTOS
Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas

comerciales:

- Abbot Laboratorios (Madrid): isofluorano (Forane®) y pentobarbital sédico
(Nembutal N.R.).

- Abcam (Cambridge, Reino Unido): anticuerpo primario anti-PMP70
(ab211533).

- Air Liquide (Valladolid): CO; y No.

- AppliChem-Panreac (Madrid): &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonico
(Hepes), acido morfolino propansulfénico (MOPS), acetato sédico anhidro,
agar, B-mercaptoetanol, formamida, glicina, y leche descremada liofilizada.

- Applied Biosystems (Thermo Fisher): “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit”, “SYBR® Select Master Mix” y “Tagman® Universal PCR
Master Mix”.
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BD Biosciences (Madrid): fluido envolvente FACS Flow para citometria de
flujo y colageno tipo I de cola de rata.

Biomers.net (Donau, Alemania): oligonucle6tidos o primers.

Bio-Rad (Madrid): acrilamida, membrana de nitrocelulosa, persulfato de
amonio, rojo Ponceau, tampon Tris 0,5 M pH 6,8, tampon Tris 1,5 M pH 8,8,
tetrametiletilendiamina (TEMED) y los marcadores de pesos moleculares para
electroforesis de proteinas “Precision Plus Protein Dual Color™ Standards”,
“PageRuler Plus Prestained Protein Ladder”, y “Prestained SDS-PAGE
Standards, low range”.

BioTools: ADN Taq polimerasa.

Calbiochem (Merck Millipore, Barcelona): SB202190, inhibidor competitivo de
p38; y SP600125, inhibidor selectivo de JNK.

Cayman (Hamburgo, Alemania): U-0126, inhibidor selectivo de MEK1 y
MEK?2.

Cell Signaling Technology (Leiden, Paises Bajos): anticuerpo anti-CHOP
(2895), anticuerpo secundario anti-biotina (7075P5), anticuerpo secundario anti-
IgG de ratdon (7076S), anticuerpo anti-STAT3 (9139) y anti-pY705-STAT3
(9138).

Dako (Agilent, Barcelona): medio de montaje para fluorescencia.

Fermentas (Thermo Fisher): T4 polinucle6tido quinasa.

GE Healthcare (Barcelona): algunas enzimas de restriccion, “illustra RNAspin
Mini RNA Isolation Kit”, “illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit?, “illustra PlasmidPrep Mini Spin Kit” y reactivos de deteccion ECL
(“Enhanced ChemioLuminiscence”), que incluyen los anticuerpos secundarios
marcados con peroxidasa y los reactivos de deteccion 1y 2.

Invitrogen (Thermo Fisher): anticuerpo anti-ACOX2 (PA5-50297), anticuerpo
anti-V5 (R960-25), anticuerpo anti-V5 conjugado con DyLight 650 (MAb5-
15253-D650), anticuerpo anti-catalasa (LF-MAO0004), anticuerpos secundarios
fluorescentes anti-1gG de raton y anti-lgG de conejo marcados con Alexa® 594
o Alexa® 488, “CellROX® Orange Reagent”, 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), enzima “Accuprime® Pfx ADN polimerasa”, lipofectamina LTX y
reactivo Plus, estandares de ADN (25, 100, 500 pb y 1 kb plus), los plasmidos
pUCI19 y pcDNA3.1/Hygro(+), proteinasa K, SYBR Green I (“SYBR Safe”), y

solucion “RNA later”.
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Gibco (Thermo Fisher): Interleucina 6 recombinante humana, Interleucina-1p
recombinante humana, Factor de Necrosis Tumoral-o. (TNFa) recombinante
humano, medios de cultivo “Opti-MEM” y “Williams” E” sin L-glutamina con
bicarbonato y rojo fenol, mezcla de antibidticos (penicilina/estreptomicina y
penicilina/estreptomicina/ amfotericina B), y suero bovino fetal (FBS).
Lonza (Basilea, Suiza): aminoacidos no esenciales.
Merck Millipore (Barcelona): etanol (grado HPLC), isopropanol, tartrato
disddico y Tris HCI.
Menarini Diagnostics (Barcelona): portaobjetos OptiplusTM, tiras reactivas de
bioguimica seca.
Origene (Herford, Alemania): plasmido conteniendo la Open Reading frame
(ORF) de Acox2 de raton.
Peprotech (Londres, Reino Unido): FGF19 recombinante humano.
Promega (Madison, EE.UU.): algunas enzimas de restriccion, T4 ADN ligasa y
plasmido pGEM-T Easy.
Pronadisa (Conda, Madrid): agarosa de uso habitual, agarosa de alta resolucion
MS-8, agarosa LM-GQT de bajo punto de fusidn, extracto de levaduras y
triptona.
Qiagen (Izasa, Barcelona): “QIAamp DNA Blood Mini Kit”.
RayBiotech (Norcross, Georgia): oncostatina M (OSM) recombinante humana
(227 aminoacidos).
R&D systems (Wiesbaden, Alemania): anticuerpo anti-OSM biotinilado
(BAF295).
Roche (Barcelona): mitomicina C y fosfatasa alcalina.
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE.UU.): anticuerpo anti-ACOX2 (sc-
514320), anticuerpo anti-GAPDH (sc-32233), anticuerpo anti-GRP78 (sc-
13968), anticuerpo anti-Na'/K'-ATPasa (sc-28800), agonista de PPARa
WY14643, agonista de PPARy rosiglitazona, agonista de FXR GW4064 y
polibreno.
Sartorius (Goettingen, Alemania): filtros de nitrato de celulosa de 0,2 um y 0,1
pum de tamafo de poro.
Selleckchem (Munich, Alemania): Ruxolitinib, inhibidor selectivo de Janus
quinasas (JAK1/2) e ipatasertib, inhibidor selectivo de proteinas quinasas B
(AKT).
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Sigma-Aldrich (Madrid): acetato de amonio, formaldehido 37%, anticuerpo anti-
a-Tubulina (T6074), polietilenimina (PEI), sal disodica del &cido
etilendiaminotetraacético (AEDT), acetaminofeno, albumina bovina (fraccion V,
BSA), sal sodica de los acidos cdlico (CA), glicocdlico (GCA), taurocolico
(TCA), desoxicolico (DCA), glicodesoxicélico (GDCA), taurodesoxicdlico
(TDCA), quenodesoxicolico (CDCA), glicoguenodesoxicélico (GCDCA),
tauroquenodesoxicélico (TCDCA) vy litocolico (LCA), acido ursodesoxicolico
(UDCA), acido trihidroxicolestanoico (THCA), é&cido fdérmico, azul de
bromofenol, azul de Tripan, bromuro de metiltiazolildifenil tetrazolio (MTT),
ampicilina, kanamicina, mezcla de inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil)
bencenosulfonilfluoruro 104 mM, pepstatina A 1.5 mM, E-64 1.64 mM,
bestatina 4 mM, leupeptina 2 mM y aprotinina 80 pM), Nonidet P40,
dexametasona, dietilpirocarbonato (DEPC), dimetil sulféxido (DMSO), dodecil
sulfato sodico (SDS), D-glucosa, diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA),
ioduro de propidio, L-prolina, medios de cultivo “Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)”, “DEM-Ham-F12”, “Minimum Essential Medium Eagle”
(MEM), “Nutrient Mixture F-12 Ham”, y “HAT Media Supplement Hybri-
Max”, tapsigargina (TG), piruvato sodico, solucién de insulina humana (19278),
tripsina de pancreas porcino, sulfato de gentamicina y Tris base.

Takara (Laboratorios Conda, Madrid): algunas enzimas de restriccion y solucién
de carga para electroforesis en gel.

TargetMol (Boston, Massachusetts): agonista de LXR GW3965.

Thermo Scientific: marcador de pesos moleculares de proteinas “PageRulerTM
Plus Prestained Protein Ladder” y ARN total de higado humano sano.

Toronto Research Chemicals (North York, Canada): acido nordesoxicoélico
(norDCA).

VWR Internacional (Barcelona): acido acético glacial, &cido clorhidrico, &cido
sulfarico, bicarbonato sodico, bromuro de etidio, carbonato sodico, cloruro
potasico, cloruro sodico, dihidrogeno fosfato potasico, etanol (grado analitico),
fosfato disadico, glicerol, hidroxido sodico, indicador universal de pH, metanol,
reactivo de Folin Ciocalteu y Tween® 20.

Whatman (GE Healthcare): papel de cromatografia Whatman de 3 mm para la
transferencia en Western blot (WB) y “Omni Swabs”.

Waters: cartuchos “Sep-Pak Plus C18”.
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- El &cido allo-colico (Allo-CA) fue sintetizado en nuestro laboratorio por la Dra.

M@ Encarnacion Mendoza (Mendoza et al., 2003).

Los plasmidos lentivirales pWPI, psPAX2 y pMD2.G, provenientes de Addgene
(Teddington, Reino Unido) fueron cedidos por el Dr. Angel Hernandez de la

Universidad de Salamanca.

Todos los demas reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso.

3.3.  MEDIOS INSTRUMENTALES
Las pesadas se realizaron en balanzas electronicas digitales Precisa 125 A y Sartorious
BL 150S (Grupo Taper, Madrid).

Para la determinacion de pH se utilizé un electrodo de marca Crison micro pH 2002

(Crison Instruments, Barcelona).

El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron mediante un equipo de filtracion
MilliQ Integral 3 (Merck-Millipore).

Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas 5417R y 5810R marca
Eppendorf (Hucoa-Erléss, Madrid), Megafugue-1.0 R (Heraeus Spatach, Hanau,
Alemania) y L8-M Ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti (Beckman, Brea, EE.UU.). También se

utilizé una picofuga Stratagene (VWR International).

Para las medidas espectrofotométricas se emplearon los espectrofotémetros Hitachi U-
2000 (Grupo Taper), Nanodrop 1000 (Thermo Fisher); y un lector de ELISA modelo
ELx808 Absorbance Microplate reader (BioTek, Winooski, EE.UU.).

Las filtraciones a vacio se realizaron con una bomba Millipore modelo XX5522050
(Merck-Millipore). Para la esterilizacion de sdlidos y liquidos se empleé un autoclave
modelo Tuttnaver 2340 M (Grupo Taper).

Para la evaporacion de pequefios volumenes de solventes, se utiliz6 un “speed-vacuum”
marca Savant modelo SPD121P, acoplado a una bomba de vacio modelo UVS400A

(Hucoa-Erl6ss).

Para la PCR analitica y para la transcripcion reversa (RT) se utilizo un termociclador

Mastercycler Pro marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania). Los ensayos de PCR
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cuantitativa a tiempo real en tubos de 0,2 ml se realizaron en un aparato ABl PRISM®
7300 Sequence Detection System, de Applied Biosystems (Thermo Fisher). El sistema
se control6 desde un ordenador Intel Core 2 (modelo DELL OPTIPLEX 755) utilizando

el software DataAssist version 2.0.

La electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa se realiz6 en un sistema de
geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid), acoplados
a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad). Para la visualizacion de las
secuencias y disefio de estudios de restriccion de los plasmidos se uso el programa Gene
Construction kit 2.5.13 para MacOS X (Textco, New Hampshire, EE.UU.).

La secuenciacion de los fragmentos de ADN se realiz6 en el Servicio de Secuenciacion
de la Universidad de Salamanca, utilizando un secuenciador automatico capilar ABI
PRISM3100-Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher).

Las determinaciones bioquimicas en muestras de suero se realizaron en un detector
automético de quimica seca Spotchem EZ SP-4430 (Arkray Factory, A. Menarini

Diagnostics, Badalona).

Para la realizacion de estudios histologicos, los tejidos se cortaron con un criostato
Leica 1900UV (Leica Microsystems, Barcelona).

Las homogeneizaciones se realizaron en un equipo Bullet Blender Storm de Next
Advance (Nueva York, EE.UU.) o un sonicador tipo bafio Ultrasonic Cleaner 400 W, 30
kHz (Fungilab S.A., Barcelona).

La electroforesis de proteinas se llevo a cabo en un sistema de electroforesis modelo
Mini-Protean Il Cell con fuente de alimentacion modelo PowerPac 300. La
transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizé en un sistema
Trans-Blot Cell 1l, utilizando para ello la misma fuente de alimentacién. Todo

procedente de la casa comercial Bio-Rad.

Para la visualizacion de la fluorescencia de los geles de &cidos nucleicos y para la toma
de medidas de quimioluminiscencia se utilizé un equipo de analisis de imagen LAS-
4000 (FujiFilm, TDI, Madrid). Las imagenes se analizaron con el programa informatico
MultiGauge v3.0.
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Para las medidas por citometria de flujo se utilizé un modelo FACScalibur™ de la casa
BD Biosciences. Este equipo permite la deteccién simultanea de cuatro fluorocromos
gracias un sistema de doble laser (488 nm y 635 nm) y consta de 4 canales de emision
de fluorescencia: FL1 530/30 nm, FL2 585/42 nm, FL3 670/LP y FL4 661/16 nm. El
citometro se manejé desde un ordenador Macintosh (FACStation OSX5.2) utilizando el
software CELL Quest V 3.1.

El manejo de células se realizd en una campana de flujo laminar vertical modelo Telstar
AV 30/70, mientras que el manejo de vectores lentivirales se realiz6 en una campana de
flujo laminar Telstar Bio-I11A (Telstar Industrial, Barcelona). Las células se mantenian a
37 °C en atmosfera del 5% de CO, con humedad relativa del 80%, en un incubador
modelo Hepa Class 100 (Thermo Fisher). Para contar las células se utilizaron cadmaras

Thoma que se observaban a través de un microscopio Leitz Fluovert FS (Leitz).

Las incubaciones se llevaron a cabo en un bafo termostatizado LAUDA Ecoline
Staredition RE 106 (Hucoa-Erléss) y en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo
Fisher).

Para el cultivo de las lineas celulares se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos
(Duerolab, Salamanca), 24 y 6 pocillos, placas circulares de 10 cm de didmetro, asi
como frascos de cultivo de 25 y 75 cm?® Corning (Thermo-Fisher). La esterilizacion de

las soluciones se hizo mediante filtros Sterivex de 0,1 um (Merck-Millipore).

Para visualizar las células se utiliz6 un microscopio de contraste de fases, que ademas
tenia acoplado una lampara para fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000-S (Nikon,
DueroLab). Para visualizar el resultado de las inmunofluorescencias se utilizaron un
microscopio confocal modelo TCS SP5 (Leica, Barcelona) y Zeiss LSM510 (Zeiss,
Madrid), pertenecientes al Centro de Investigacién del Cancer (Salamanca).

Para el manejo de las bacterias se utiliz6 una campana de flujo laminar Telstar AV
30/70. Para el crecimiento de bacterias se utilizé6 una estufa termostatizada a 37 °C

modelo S-20 (Selecta, Barcelona).

También se utilizd un sistema cromatografico acoplado a un detector de masas, HPLC-
MS-MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este sistema se

compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado por: una bomba cuaternaria con

56



desgasificador de vacio (modelo G12354A); un inyector de 20 pl de capacidad (modelo
G1328B); un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de onda
variable y programable y una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18, 150
mm X 4,6 mm, 5 um de tamafio de poro, termostatizada a 35 °C (Agilent Technologies).
El Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A) estd acoplado a una fuente
de ionizacién a presion atmosférica (API) serie 6000 (modelo G1948B). Todo el
sistema se controld desde un ordenador Pentium 1V (modelo HP LP2065), utilizando el
software Q-TOF, QQQ, TOF (Agilent Technologies) que permite tanto el control del

HPLC como del detector de masas.

Las muestras de ARN y proteinas se conservaron en un congelador -80 °C marca Revco
(Pacisa). Los viales de almacenamiento de las distintas lineas celulares se conservaban

en un contenedor de N liquido (Thermo Fisher).

Ademas, se contd con pequefio equipamiento como agitadores magnéticos calefactores
Selecta (DueroLab), agitadores Vortex de lka Works (Wilmington, EE.UU.) y

micropipetas Wilson (Prosisa, Salamanca).

Todo el material de vidrio utilizado para las sintesis quimicas procedia de Afora
(Madrid). Cuando era utilizado en biologia molecular se trataba mediante calor seco,
durante un minimo de 4 h, en una estufa termostatizada a 180 °C, modelo S-20
(Selecta).

3.4.  ANALISIS GENETICO DE MUESTRAS HUMANAS

3.4.1. Obtencién de muestras por raspado bucal

Las muestras de ADN de los distintos individuos se obtuvieron utilizando “Omni
Swabs”, hisopos estériles disefiados especificamente para la recogida de células
epiteliales bucales. Las muestras se obtuvieron al menos 30 min después de haber
ingerido cualquier alimento o bebida, raspando la parte interna de la mejilla 5 6 6 veces
durante aproximadamente 10 s. Una vez finalizado el raspado, los hisopos se

conservaron a -20 °C hasta su procesamiento.

3.4.2. Extraccion y purificacion del ADN genomico
Para la purificacion del ADN a partir de los raspados bucales, las muestras se

procesaron siguiendo las indicaciones del ensayo comercial “QIAamp DNA Blood Mini
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Kit”. El ADN se eluy6 en agua libre de nucleasas y las muestras se almacenaron a -20

°C hasta su utilizacion en el anlisis genético.

3.4.3. PCR analitica de alta fidelidad, purificacion y secuenciacion

Para la amplificacion de los exones de los genes potencialmente implicados en la
patologia de estudio se disefiaron primers especificos que anillaban en los intrones que
flanqueaban los exones correspondientes, en base a las secuencias NG_052668 (gen
ACOX2), NG_008182 (gen HSD17B4) y NG_012211 (gen SCP2), de la base de datos
GenBank (Tabla MM1).

Tabla MM1: Secuencias de primers forward (F) y reverse (R) y tamafio de los amplicones obtenidos
para el estudio genético de genes de la ruta peroxisomal de metabolismo de &cidos biliares.

Gen Exon Amplicon Primer (5°-3%) Tipo
(pb)

_ ACOX2 1 208 GCTTCTGTGTTCCAGCCCCTATGT F
o GCTGCGGACAGGGTCATCAT R
g g 2 431 GAGGTGGAGTGGCATTCAGGTACTTA F
g = GGAAGCAGAACTGCTAATGAAGGACTCT R
3-5 1215 GAGAAGATTTCAAGGTGCCAGAAACCTCA F
AGTGCTACTCTGCCCTCCAACA R
6-8 1475 CCAGGAGGCTGGGTTGGTT F
GTGGGACCAAGAGGCAGCA R
9 368 GGCCTCATGTCAGTTCAAGTTTTGCAAT F
GCTCCCCAGTGAGTGGAACAATCTTA R
10 328 GTGCACAGGGTTGGTCCCTA F
CTCCACCCAACAGAAGCTTGGT R
11 324 CTCACAGAGTCTCTGCCCTCTCA F
CTGAATCCACGAATGTCCACCCAA R
12 228 GGAAGCCCATCAGTTGTCTTTTCCACT F
GTAGCCTGCCTGGGAAGCAA R
13 262 GCTTCCAGGGTGACTTCTGGAGTA F
TGGAGTTGGAAGTGACCTGTGAACAA R
14 295 TCATGCAACCTCTAATTAGGTATTGTTATTCACCA F
GGTGTATTCACTGCCTGTTCTCTGCT R
15 337 CCTGGCAGAAATGTACTGTGTTAATAATGCGT F
CTGCCCATTGACCAGCTTCAACAA R
HSD17B4 1 442 GCTCATCTTCCTACCAGAAATCGGCA F
CTCTCCTCTCAGGCAGGACCTT R
2 385 CAAGCAGAAGAGAGTGGATAGGTTGAGAA F
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

GACAGACAGCCTTAGTCGGGGTAA

400 CTCTCACCCCAGTTTTAAAAAGAGCAGTT
GCGATGGCCACAGTAATACACAGA
718 GGAACTGGGCAGATGACTGAAGAGA
GGTAGAAGTTGCTCCACAAGAGCCAT
302 CGCCAGTTTTGAGAGAAATGTGAGTTGTAAG

GGCTAAATGGATAAGTATGTTCCCCAGAGAA
291 TCATTGGGGTGTGACAGTAGGCA
CCTGTACACAAGAACCCCCAGACA

327 GGTGCAGTAGTACCAAAACAGAGTTAGAGT
TCCACATAGGTTTGTAAGTAACAGCACTGA

505 GAGCCCTTTAGAAATGGCTCAGTTGAGA
CCAGCCACATTTTCATTTGGTAGGAATGTT

367 GCCAGTGGACTCTTACAGAGCTGTATT

GGCCACAGACCTATAGGACAATCACA
560 GACCTTATCCTAGTGGGTTTGTTGGGAA
CCATCCATCCCCCAATCACACATAAAC

377 GGCTCTGTAGCAGGTTTGCTGAAT
ATCTCTGCCACTGCTTCTCTCCAT

720 GAGGCATACTGTCTGTTAGCAAGAAGCA
TGCCAGGGTTATGGGACTACACAT

313 AGAGAAATGTGAGCCTGTGGATGGT

AGTCTACTCTAATGGCTCACATGTGCAT

439 GCAGCATCTGTTGTTCAGGAACACT
CAATGAAATGCCTCACCCTTCCCA

453 GCTCCTCTTCTCTCTGCCTTTCAGAT
CCCAGGGGTGGCAGATGTATAAGA

490 CTCCATTGTGGCCTGGAGGATTT

CGTGCAATCACAGGAAACATGTCTGTATG
433 CAGAGCCTCAGGTACATTATGATACAATGCTT
TGGTCCTATCCTAGACCTCGCACTA

1080 CAGAGCCTCAGGTACATTATGATACAATGCTT
AAAGTGTGCTGATTGCCAGGTCAATG
711 CCCCAGGCCTCATTCCTTAGACT

GGCCACTGCTACATAGATAGCTACCA
488 GCTCCAGCTGATTATAAAGCCAGGTTTAGT
GCCAGAGTATTCCTTCTATTCCAAGCTGT
487 TCCTGTTATTAAGAGGACTGAGGTTCTGAGT
GGACATTCCCAAACCTATTCATTCCCAC
524 GACCTGAGCCACTACAGAACTGGA

mT ¥ M XY M XV M XV M X M X M O M OV M OV MmOV M AO® M AOTC MmOV M IV M I M I M AT M AT MO T XD
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CTGTCAACCAGAGTATCAGTAGCAACTGT

25 470 GGTAACAGTTGGCACTCTTTTTCCCT
AACAAAGGTATCAAAGGCCTTTATTGATTTAATTTTCCT
SCP2 1 246 CCCTGGCTTCGGGCTTCA
GGAGACCGGAGGGACAGAGAA
2 226 TCCAGCCTGGGTAACAGAGCAA

TGCCCCATCCATGAAATCAAGACAGA
3 348 ACGGAAAAGTGATGCAGTAGCTTAGAGG
CTCCGCATTGTTTGTATAGTTGCTGCT

4 371 TCTTGCACATGTTATATGCTAGGCAAAGGT
ACACCCGGCCTGATGAAGACT
5 338 GCCATTGTGTGCTCACTTGACGTAC
CCTTGAACACCAGTTTCATCATTGGCA
6 387 CCATGTTTCCCTGTGGAGCATGTC

CCTGGCATCCTCCACAGTTCC

_ 7 337 AGCAGAACACTGAGTACCATTGCAAGA
&z AGTGGCCAAAAACTGGAACTGAAAAGTTG
-g § 8 366 GCCAGGAACCCAGGACAAAGA
= GGCAGGAAGGGCAGCAGTTA
9 278 GTCTGAAATCCTCCGATCAGGTGCTA
GCTCCATCACAAGAATCATGAGACTCCAT
10 412 AGGCATGAGCCAATGCACCT

AGTGTGGCAGAGCCAACGTTAAG
11 454 GTCAGAGAGCTCTAAGGAACTAATAGGAGCTT
TAAAGCACCAGCTACCAAGTTCAGAGA

12 428 CACAAACGTGGCCTCGGCTTA
CCTGATGGCCACTTTTAAAGCCATGT
13 355 GCGCCCGGCCAAGCTTAATTATTTTAT
CTCGTGGCAACACCTGAAACCT
14 253 GCTTGAGGAGAAAGCCAGAGAAATGGA

CCCAGCTGACAGCCTTCGTAAA
15 263 GTTGCAGTCAGTGGCTCTTGACAAA
TCTGACCACTTTGCACTTTAGAGTCTGAG
16 1157 TCAGGGCTAGATAGTGTAGAAACATCAGCA
TCCCCCAACGTTTCTCTTTATTCTGCAT

g m XV M X M XV M XV M XV M XV M XV M XV M OV MmO MmO MmO MmO MmOV MmOV M A T XD

La amplificacion por PCR se llevo a cabo con los reactivos incluidos en el kit
“AccuPrime Pfx SuperMix” (apartado 3.7.1). Los productos obtenidos por PCR se

visualizaron tras electroforesis en geles de agarosa y se purificaron con columnas de gel
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de silice (apartados 3.7.2 y 3.7.3). Los fragmentos purificados se secuenciaron segun se
recoge en el apartado 3.7.8, utilizando para ello los mismos primers especificos (Tabla
MM1).

3.5. EXPERIMENTOS IN VIVO
Para la recogida de muestras y analisis del fenotipo de los ratones de la cepa C57BL/6J
portadores de la mutacion ¢.526C>T en el gen Acox2 murino que produce la variante
p.R225W de Acox2 se pesaron los animales, y se sacrificaron machos y hembras de las
mismas camadas con genotipo homocigoto silvestre (WT/WT), heterocigoto (WT/KI) y
homocigoto mutante (KI/KI). Para ello, los animales se anestesiaron con pentobarbital
sodico (50 mg/kg peso corporal) por via intraperitoneal y se recogieron distintas
muestras, en el orden que se detalla a continuacion:
- Bilis, por puncion con jeringa de la vesicula biliar, determinando el volumen
exacto recogido por pesada.
- Sangre, mediante extraccion de la vena cava inferior. Estas muestras se
centrifugaron durante 5 min a 13.000 rpm (18.000 xg) para obtener suero.
- Higado, cuya masa total se determiné por pesada. Fragmentos representativos de
los distintos I6bulos se conservaron en RNAlater® (para extraer ARN) o en N,

liquido (para realizar estudios histoldgicos, WB, y medida de acidos biliares).

3.6. CULTIVOS CELULARES
3.6.1. Medios y procedimiento de cultivo

Los medios de cultivo estériles utilizados fueron los siguientes:

MEM suplementado con 1 mM de piruvato sodico, 26,2 mM de bicarbonato sodico,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml y amfotericina B 0,25 pg/ml para las

lineas celulares Alexander y HepG2.

DMEM suplementado con 2 mM de L-glutamina, penicilina 100 U/ml y estreptomicina
0,1 mg/ml para las lineas celulares HuH-7 y HEK293T. Para la linea celular HuH-7

ademas se afiadi6 gentamicina 50 pg/ml.

Para la linea celular WIF-B9 se utiliz6 11,5 g/l Nutrient Mixture F-12 Ham
suplementado con 26,2 mM bicarbonato sédico y penicilina 100 U/ml, estreptomicina
0,1 mg/ml y amfotericina B 0,25 pg/ml y medio HAT (hipoxantina 10 pM,
aminopterina 0.037 uM y timidina 16 pM).
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Para las lineas celulares IHH y HepaRG se utilizo medio Williams’ E suplementado con
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml y 2 mM de L-glutamina. En el caso de
las células IHH se afiadi6 ademéas 50 nM de dexametasona y 20 mU/ml de insulina
humana, mientras que en el caso de las HepaRG se suplementd con 50 uM de
hidrocortisona, 5 pg/ml de insulina y 2% (v/v) de DMSO para inducir la diferenciacion.
Todos los medios se completaron con 10% de FBS inactivado a 56 °C durante 30 min,
excepto el medio para la linea celular WIF-B9, que contenia s6lo un 5% de FBS no

inactivado, y para la linea IHH, en la que se utilizé un 10% de FBS no inactivado.

Tanto al recibir las células como al recuperarlas del N, liquido en el que se
almacenaban, los criotubos se descongelaron en un bafio himedo termostatizado a 37
°C. Una vez descongeladas, se centrifugaron a 300 xg durante 5 min. El precipitado se
resuspendio en el medio de cultivo correspondiente y se pasé a frascos de cultivo donde
se incubaron en la estufa a 37 °C, en atmosfera del 5% de CO; en aire y humedad
relativa del 80%. Las células IHH y HEK-293T fueron cultivadas en superficies

recubiertas con 0,5 mg/ml colageno tipo .

El crecimiento de las células se produjo durante un periodo de incubacién que seguia a
una etapa de adhesion a la superficie de la placa. Una vez que el cultivo alcanzaba la
confluencia, las células se tripsinizaron, desprendiéndose con una solucién de tripsina
0,25% y 20 mM de AEDT en PBS. Seguidamente, las células se centrifugaban a 300 xg
durante 5 min para precipitarlas, se resuspendian en el medio de cultivo correspondiente
y se contaban en una cdmara Thoma. Durante el contaje se utilizaba una solucion de
azul de Tripan (0,4% en PBS) para determinar el nimero de células vivas. A
continuacidn, se sembraban en placas para realizar los distintos tipos de experimentos o
bien se congelaban en alicuotas de FBS con DMSO al 10%, para su almacenamiento en

N liquido.

3.6.2. Experimentos de metabolismo de &cidos biliares

Para estudiar la sintesis de é&cidos biliares y el metabolismo del &cido
trihidroxicolestanoico (THCA) a acido colico (CA), las células HepG2 y HuH-7 se
sembraron en 3 ml de medio y placa de 6 pocillos, y se incubaron 16 h en estufa a 37
°C. En el caso de las células HepaRG, se sembraron a una densidad de 26.000 cél./cm®y
se mantuvieron en cultivo cuatro semanas hasta su diferenciacion, segun se ha descrito

en otros estudios (Gripon et al., 2002). Pasado este tiempo, se cambid el medio de
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cultivo, afiadiendo la cantidad correspondiente de THCA (2-10 uM) y se incubaron
durante 48 0 72 h en la estufa a 37 °C. En el caso de los experimentos con moduladores
de la expresion de ACOX2, estos se afiadieron al cultivo 6 h antes de la adicion del
THCA. En cualquier caso, tras el tiempo de incubacion, el medio fue recogido
determinandose el volumen exacto por pesada, se lavo cada pocillo con PBS y las
células se lisaron durante 4 h a 4 °C en agua ultrapura. Se raspd el fondo de la placa, se
recogio el lisado, determinando el volumen por pesada, y se sonicd en un bafio de
ultrasonidos a una potencia de 400 W durante 1 min a 4 °C. Finalmente, 50 ul de lisado
se reservaron para valoracion de proteinas (apartado 3.13.2) y el resto se mezclo con el
medio de cultivo para la extraccion de &cidos biliares y determinacion de su
concentracion por HPLC-MS/MS (apartado 3.13.4). Para el resto de lineas celulares
(Alexander, HUH-6, WIFB9 e IHH), el medio de cultivo se recogio tras 48 0 72 h en

cultivo a un 60-90% de confluencia, y se proceso de igual forma.

3.6.3. Estudios de viabilidad celular

Para investigar el efecto toxico de los &cidos biliares o de farmacos con potencial
hepatotoxicidad en las distintas lineas celulares empleadas en esta Tesis Doctoral, las
células se sembraron en placas de 96 pocillos. A las 16 h se afiadian los distintos
agentes y tras 72 h se realizaba el test de formazan (apartado 3.13.3). Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

3.6.4. Determinacion del estrés oxidativo

La generacion de ROS se determind mediante citometria de flujo utilizando sondas
fluorescentes, como la diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) y el compuesto
CellROX® Orange Reagent. La DCFH-DA es un compuesto no fluorescente que
difunde rapidamente a través de las membranas celulares y es posteriormente
hidrolizado por esterasas intracelulares que lo transforman en diclorofluoresceina
(DCFH), un compuesto con una intensa fluorescencia verde con un maximo de
absorcion/emision a las longitudes de onda de 502/523 nm, que se oxida en presencia de
todos los tipos de ROS dando lugar a su forma oxidada, DCF, aumentando su
fluorescencia (Possel et al., 1997). El CelROX® Orange Reagent no es fluorescente
cuando se encuentra en estado reducido, pero presenta una fluorescencia naranja con un
maximo de absorcion/emision a las longitudes de onda de 545/565 nm tras la oxidacion

por parte de ROS.
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3.6.5. Determinacion del estrées de reticulo endoplasmico

Para el estudio de la induccion de estrés de reticulo endoplasmico, las células se
sembraron para la extraccion de ARN (apartado 3.10.1) y homogenado proteico
(apartado 3.11.1) a una densidad adecuada en funcién del tipo celular. Tras 16 h de la
siembra, se afiadieron los agentes inductores, utilizando como control positivo la
incubacion con tapsigargina a 2 uM, y se incubaron un tiempo variable en estufa a 37

°C. La activacion de la UPR se determing utilizando diferentes marcadores tipicos:

- Induccién de la expresion de la proteina pro-apoptética CHOP, tras 24 h de
incubacidn, determinada por RT-qPCR (apartado 3.10, Tabla MM4) y/o WB
(apartado 3.11, Tabla MMD5).

- Induccién de la expresion de la proteina GRP78, tras 24 h de incubacion,
determinada por RT-gPCR (apartado 3.10, Tabla MM4) y/o WB (apartado 3.11,
Tabla MM5).

- Splicing atipico de XBP1, tras 1 h de incubacion, determinado por RT-gPCR
(apartado 3.10) mediante la combinacion de primers especificos (Tabla MM4)
para las variantes de ARN mensajero total (XBP1-total), corta (XBP1-S) y larga
(XBP1-U).

3.6.6. Estudios de modulacién de la expresion génica

Para estudiar el papel de distintos mediadores inflamatorios (oncostatina M vy
citoquinas), receptores nucleares y otras moléculas de sefializacion (FGF19), como
moduladores de la expresion de ACOX2 y otras enzimas implicadas en la sintesis y
conjugacion de los acidos biliares, las células IHH se sembraron en placas de 24 o 6
pocillos, y las HepG2 se sembraron en placas de 24 pocillos. 16 h después de la
siembra, se afiadieron las proteinas recombinantes o los compuestos correspondientes y
se incubaron 6-24 h en estufa a 37 °C. Finalmente, las células se recogieron y
procesaron para la extraccién de ARN y cuantificacion de la expresion de los genes de

interés por PCR cuantitativa (apartado 3.10).

3.7 METODOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.7.1. PCR analitica de alta fidelidad

La PCR de alta fidelidad se llevd a cabo con el kit “AccuPrime Pfx SuperMix”. Se
preparé una mezcla con el ADN molde y los reactivos suministrados por el Kit, que
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contenia la ADN polimerasa Pfx de alta fidelidad, MgCl, y desoxinucledtidos trifosfato
(dNTPs), solucién tampon y los primers a una concentracion final de 200 nM. Una vez
preparada la mezcla de reaccion, los tubos se incubaron en un termociclador con las
siguientes condiciones:
- Un ciclo de activacion inicial de 95 °C durante 5 min.
- 40 ciclos de amplificacion con las siguientes condiciones:
o Desnaturalizacion: 95 °C, 15s.
o Anillamiento: 60 °C, 30s.
o Extension: 68 °C durante un tiempo variable (1 min/kb del amplicén).

- Un ciclo final de extension a 68 °C durante 10 min.

En algunos casos se utiliz6 un gradiente de temperatura de anillamiento (58 °C, 60 °C,

62 °C) para fijar las condiciones de mayor eficacia de amplificacion.

3.7.2. Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante

Los productos obtenidos por PCR se visualizaron tras electroforesis en geles de agarosa.
Para preparar el gel de electroforesis se mezcld tampon TAE 1x (Tris base 40 mM,
acido acético glacial 20 mM, AEDT 1 mM, pH 8) con un porcentaje variable (1%-
2.5%) de agarosa, calentdndose a ebullicion para disolver la agarosa y afiadiéndose
“SYBR Safe” para tefiir el ADN. Tras polimerizar, el gel se colocd en la cubeta de
electroforesis con tampdén TAE. Las muestras se mezclaron con la solucion de carga,
relacién 1:10 (v/v), antes de depositarlas en los pocillos del gel. Como patron de
tamafios moleculares de ADN se emplearon estandares de ADN de 25, 100, 500 pb o 1
kb. Los productos de PCR teiiidos con “SYBR Safe” se visualizaron en un equipo de
analisis de imagen LAS-4000. Tras comprobar la presencia o ausencia de bandas
inespecificas, en algunos casos se cortod el fragmento del gel que contenia la banda

correspondiente al amplicdn de interés y se purifico (apartado 3.7.3).

3.7.3. Purificacion de ADN contenido en geles de agarosa y reacciones enzimaticas
En ocasiones, fue necesario purificar el ADN contenido en un gel de agarosa de bajo
punto de fusion. Para ello, el fragmento del gel de agarosa que contenia la banda del
ADN de interés se cortd y la agarosa se disolvio calentando a 60 °C durante 15 min. El
ADN contenido en esta mezcla, asi como en otras mezclas procedentes de reacciones

enzimaticas, se purificé en columnas con membrana de gel de silice suministradas en el
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kit “illustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification”, siguiendo el protocolo
recomendado por la casa comercial. EI ADN se eluyd con agua ultrapura o en un
tampén TE (Tris 10 mM, AEDT 1 mM, pH 8.0), en funcién de la aplicacién en la que

se usaba posteriormente.

3.7.4. Transformacion de bacterias por choque térmico

Se mezclaron 5-10 ng del plasmido de interés con 50 ul de una suspension de bacterias
quimicamente competentes, y se incubaron durante 30 min en hielo y, posteriormente,
para facilitar la entrada del plasmido, a 42 °C durante 30 s, en el caso de las bacterias
“One Shot Machl T1”, y 2 min para las bacterias DH5a. A continuacion, se mantuvo la
mezcla en hielo durante 2 min y tras afiadir 250 pl de medio SOC (20 g/l triptona, 5 g/l
extracto de levaduras, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, y 20
mM glucosa; pH 7,0) se realiz6 una incubacion en agitacion durante 1 h a 37 °C.
Finalmente, aproximadamente la mitad del volumen se sembrd en condiciones de
esterilidad por extension con un asa de vidrio en una placa con medio Luria-Bertani
(LB; 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levaduras y 10 g/l NaCl; pH 7,0) y 15 g/l de agar
suplementado con el antibidtico de seleccion apropiado (100 pg/ml de ampicilina o 50
pg/ml kanamicina) que se incub6 en una estufa a 37 °C durante aproximadamente 16 h

para permitir el crecimiento de colonias.

3.7.5. Seleccion de colonias bacterianas y crecimiento en medio liquido

De las colonias bacterianas que habian crecido en la placa y que se encontraban
aisladas, sin colonias satélite alrededor, se seleccionaron entre 4 y 8 en funcion del
objetivo. Se rasparon con una punta de pipeta estéril, se inocularon en 6 ml de medio

LB y se incubaron 16 h en agitacion a 37 °C.

3.7.6. Purificacion de ADN plasmidico de cultivos bacterianos

Para la purificacion de plasmidos a partir de las bacterias en suspension se utilizé el kit
comercial “illustra PlasmidPrep Mini Spin”, disefiado para una extraccion rapida y
eficaz del ADN plasmidico de cultivos de E. coli, y que utiliza columnas de gel de silice
que adsorben el ADN. Para la comprobacion de la identidad de los plasmidos
purificados, se realizaron una PCR analitica (apartado 3.7.1) y/o un estudio de

restriccion (apartado 3.7.7), seguido de secuenciacion (apartado 3.7.8).
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3.7.7. Digestion con enzimas de restriccion

Para llevar a cabo las reacciones de restriccion se prepararon mezclas de reaccion
conteniendo el ADN de interés, el tampdn de reaccion adecuado segun la enzima
utilizada, la enzima de restriccion (5 U/ug de ADN) y agua ultrapura hasta un volumen
final de 20-50 pl. En caso de que la casa comercial lo recomendase, también se afiadia
albdmina bovina serica al 0,1%. La reaccion de restriccion se llevo a cabo durante 3 h a
37 °C para enzimas clasicas o 15 min a 37 °C para las enzimas “Fast Digest™”. En
algunos casos, la enzima de restriccion fue inactivada mediante incubacion a alta
temperatura (65-80 °C durante 5-20 min). Los fragmentos de ADN se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa o se purificaron de la mezcla de reaccién (apartado
3.7.3).

3.7.8. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de los plasmidos y productos de PCR se realizé en el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca utilizando la técnica de terminacion de
la cadena de tipo Sanger. Para cada secuencia, se prepard una mezcla que contenia 200-
500 ng de ADN y 3,3 pmol de un primer especifico. El andlisis de los cromatogramas
tras la electroforesis capilar se realizd con el programa informatico FinchTV 1.4
(Geospiza, PerkinElmer, Seattle, EE.UU.) y para la visualizacion de las secuencias de

ADN se us0 el programa Gene Construction Kit.

3.8. TECNICAS DE CLONACION Y MUTAGENESIS DIRIGIDA

En esta Tesis Doctoral se han utilizado distintas estrategias basadas en la metodologia
de la clonacidn clasica y modificacion de plasmidos. Brevemente, este método utiliza la
capacidad de algunas enzimas de restriccion, las endonucleasas de tipo Il, para cortar
moléculas de ADN no metiladas, reconociendo secuencias especificas. Los extremos
generados por estas enzimas de restriccion pueden ser romos o extendidos en 5’ 0 3’ y
cohesivos (Figura MM1-A); en este segundo caso, los extremos tenderan a unirse con
cadenas complementarias, por ejemplo, aquellas que resulten del corte con la misma
enzima de restriccion o de isocaudomeros. Para la formacion de los enlaces fosfodiéster
que vuelvan a unir las hebras de ADN, se utilizan enzimas ligasas, capaces de sellar
nicks en hebras de doble cadena (Figura MM1-B). La combinacion de ambos tipos de
reacciones permite la clonacion de fragmentos de ADN en plasmidos bacterianos
(Figura MM1-C) (Reece, 2004).
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Figura MM1: A) Esquema representativo de los tipos de corte de enzimas de restriccion en las cadenas
de ADN. B) Esquema representativo del mecanismo de generacion de enlaces fosfodiéster por las
enzimas de ligacion. C) Esquema general de la combinacion de restriccion+ligacion aplicado a la
clonacion en vectores o plasmidos (Reece, 2004).

3.8.1. Clonacion de la ORF del gen ACOX2

Durante la realizacion de mi Trabajo Fin de Master se llevé a cabo la clonacién de la
ORF de ACOX2 (Alonso-Pefia, 2015). Brevemente, se utiliz6 como molde ADN
complementario (ADNCc) obtenido a partir de ARN total de higado humano sano, como
se describe en el apartado 3.10.2. A partir de este ADNc se amplificé la ORF de ACOX2
mediante PCR analitica de alta fidelidad (apartado 3.7.1) utilizando primers especificos
(Tabla MM4). EIl amplicon resultante se purifico a partir del gel de agarosa y se clon6

en el plasmido pGEMT Easy linealizado.

3.8.2. Modificacion de plasmidos por mutagénesis dirigida

La estrategia de mutagenesis dirigida que se ha utilizado en esta Tesis Doctoral es una
adaptacion del método de Laible et al. (Laible et al., 2009) que consta de dos etapas: la
amplificacion del plasmido de interés en dos fragmentos mediante PCR, introduciendo
en los primers especificos la mutacion de interés, y el corte y ligacion de los dos

amplicones generados.
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Para la obtencion de cada una de las distintas variantes del gen ACOX2, humano
(hACOX2) y murino (mAcox2), se utilizaron cuatro primers: uno de ellos contenia la
mutacion que se queria introducir, otro de ellos anillaba en la posicion adyacente de la
hebra complementaria, mientras que los otros dos anillaban en la region codificante de
los genes de resistencia a antibioticos utilizados para la seleccion de colonias. Ademas,
estas modificaciones se encontraban en los extremos de cada amplicon, de forma que el

plasmido se reconstruia posteriormente por ligacion (Figura MM2).

|C Clal T T T
- PCR | — J Restriccion - J Ligacion l-
Clal — —)
o |_ - B —= o
pGemT-ACOX2 wt pGemT-ACOX2 R225W
== ORF ACOX2 wt

Gen de resistencia a ampicilina
= ORF ACOX2-673C>T

Figura MM2: Representacion esquematica y ejemplificada del proceso de modificacidn de plasmidos por
mutagénesis dirigida.

3.8.3. Subclonacién en plasmidos lentivirales
Para la subclonacion de distintos insertos en el plasmido pWPI-V5, generado por
mutagénesis dirigida durante la realizacion de mi Trabajo Fin de Master (Alonso-Pefia,

2015), se siguieron dos estrategias:

- El plasmido pWPI-V5 se linealiz6 mediante corte con la enzima Pacl y se
desfosforilé con una fosfatasa alcalina para evitar la circularizacion de este. Los
insertos de interés se cortaron con la misma enzima de restriccion y se
purificaron a partir de la banda de un gel de agarosa. Para la reaccion de ligacion
se utilizo la enzima T4 ligasa (apartado 3.8.1).

- Debido a la dificultad de llevar a cabo la clonacion anterior, en algunos casos se
diseid una nueva estrategia que consisti6 en una clonacion direccional,
utilizando un plasmido pWPI-V5 en el que previamente se habia introducido una
secuencia MCS (Multi-cloning site), que denominamos pWPI-MCS, y que habia
sido construido por la Dr. Ruba Al-Abdulla durante el desarrollo de su Tesis
Doctoral en nuestro laboratorio. Esto permitio la linealizacion del plasmido con
diferentes enzimas de restriccion en cada extremo, la clonacion de los insertos

de interés de forma direccional y evitar la recircularizacion del plasmido vacio.
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Para ello, los insertos se amplificaron por PCR de alta fidelidad con primers
especificos conteniendo en sus extremos las secuencias reconocidas por las
enzimas Mlul y Spel (Tabla MM3), se digirieron con ambas enzimas de
restriccion, se purificaron a partir de la banda visualizada en gel de agarosa
(apartados 3.7.2 y 3.7.3) y se ligaron con el plasmido pWPI-MCS-V5
linealizado con la enzima T4 ligasa.

Tabla MM3: Secuencias de primers utilizados para clonacion, subclonacion y secuenciacion de
plasmidos.

Aplicacion Secuencia 5’ - 3' Tipo
Secuenciacién plasmidos comerciales TGCTGCCAGATCCTCTTCTGAGAT F
Secuenciacién plasmidos comerciales AGTGAGGAAGTAGCAGTGAGCCTT R

Secuenciacién pGem-ACOX2 GCCATGCGCTACTCGGTCAT F
Secuenciacién pGem-ACOX2 ATAACTGATGGCCAGCTGAGGAAAGA R
Secuenciacion pwWPI-V5 CCCTAGGAATGCTCGTCAAGAAGACA F
Secuenciacion pWPI-V5 GGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGA F
Secuenciacion pWPI-V5 TGCTATTATGTCTACTATTCTTTCCCCTGCACT R
primer T7 (Universal) TAATACGACTCACTATAGGG R

primer M13 (Universal) GTAAAACGACGGCCAG F

primer M13 (Universal) CAGGAAACAGCTATGAC R
Amplificacion ORF hACOX2 GCCACCATGGGCAGCCCAGTGCA F
Amplificacion ORF hACOX2 TAGCTTGGATCTCCAACTTTGTAAAAGTGGT R
Subclonaciéon mMACOX2 en pWPI-MCS AATTCCGGACGCGTTACCGAGGAGATCTGCCGC F
Subclonacion mMACOX2 en pWPI-MCS  AATTCCGGACTAGTCAGCTTGGGTTTCCAGCTTTGC R

hACOX2: gen ACOX2 humano. mACOX2: gen ACOX2 murino. F: Forward. R: Reverse.

3.9. OBTENCION DE VECTORES LENTIVIRALES

Para los estudios in vitro se emplearon lentivirus como vectores, un tipo de retrovirus
cuyo genoma se compone de un ARN lineal monocatenario, capaz de integrarse en el
genoma de la célula huésped. Esto permite la transduccion tanto de células que se
dividen como células que no estan destinadas a dividirse, consiguiendo una expresion
del transgén estable y de larga duracién. Para la utilizacion segura de estos vectores
virales, el plasmido que conforma el genoma viral se ha modificado, produciéndose
lentivirus recombinantes defectivos, en los que el transgén de interés sustituye los genes

de las proteinas virales.

Para producir estos virus se necesita una linea celular hospedadora o empaquetadora
que se cotransfecta con tres plasmidos: dos que codifican las proteinas estructurales del
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lentivirus y un plasmido recombinante que contiene el gen de interés flanqueado por las
secuencias LTR (Long Terminal Repeats) y por la sefial de empaquetamiento, ademas
de otros elementos necesarios en cis como el TSS (Sitio de inicio de transcripcion) y el
tracto polipurinico necesario para la sintesis de la segunda cadena. De esta manera, se
generaran particulas lentivirales defectivas que pueden ser purificadas y concentradas a

partir de los sobrenadantes del cultivo celular (Kuroda et al., 2009).

3.9.1. Produccion

Se sembraron células empaquetadoras HEK-293T en placas de 10 cm de didmetro
recubiertas con coldgeno. Se incubaron durante un minimo de 6 h hasta que las células
estuvieran adheridas a la superficie adecuadamente. A continuacion, se transfectaron
con polietilenimina (1 mg/ml PEI en 25 mM HEPES y 150 mM NaCl; pH 7,5) y los
siguientes plasmidos (Figura MM3):

- Los vectores de transferencia pWPI-hACOX2, que contenian las distintas
variantes de estudio de este gen, los vectores pWPI-mACOX2 que contenian los
ortdlogos murinos, o los plasmidos lentivirales pWPI vacios, utilizados para
producir lentivirus control. Todos presentaban el gen reportero EGFP separado
del transgén de estudio por un elemento IRES, lo que permite el seguimiento de
la fluorescencia de las células transducidas, tanto por microscopia de
fluorescencia como por citometria de flujo; asi como una etiqueta V5, para la
inmunodeteccion de la proteina de estudio con anticuerpos anti-V5.

- El plasmido psPAX2, que codifica proteinas estructurales del virus.

- El vector de expresion pMD2.G, que codifica la glicoproteina G del virus de la

estomatitis vesicular.

Para formar los complejos PEI: ADN se mezclaron 6 pg del plasmido psPAX2, 4,5 pg
del plasmido pMD2.G y 6 ug del plasmido de transferencia, disueltos en 1,2 ml de
solucion salina (150 mM NaCl), con 60 pl de PEL La mezcla se incubd durante 20 min
a temperatura ambiente y se afiadié a la placa de cultivo de células HEK-293T. 24 h
después se retird el medio de cultivo con los complejos PEI:ADN vy se sustituyd por
medio nuevo. El medio de cultivo de las placas se recogi6é 48 h, 56 h y 72 h después de
la transfeccion, se filtrd con filtros de 0,45 um de tamafio de poro para retirar los restos

celulares y se ultracentrifugd a 53.000 xg, a 16 °C durante 130 min para concentrar las
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particulas lentivirales. El precipitado se resuspendio en 500 pl de medio de cultivo

DMEM base, y se conservd a -80 °C en alicuotas de 100 ul hasta su uso.
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Figura MM3: Esquema del proceso de produccion de lentivirus. Las células HEK-293T se transfectaron
con el pldsmido genémico lentiviral y con los plasmidos empaquetadores y de la envuelta. Tras 72 h los
virus ya formados y liberados al medio se purificaron por ultracentrifugacion (Pérez-Silva, 2014).

3.9.2. Titulacion por citometria de flujo

Se sembraron células HEK293T en placas de 96 pocillos. 24 h después, se afiadieron a
la placa diluciones crecientes de la solucién viral, tras lo que se realiz6 una
centrifugacion a 1800 xg durante 90 min a 32 °C (“spin-inoculacion”). Tras 16 h de
incubacion, se retiro el medio de cultivo y se sustituyd por medio nuevo. Cuatro dias

tras la transduccidn, se determind el porcentaje de células EGFP+ por citometria de
flujo.
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La concentracion de particulas virales se calcul6 por la formula:

10~ EDS0 4 2 &« N° células
Vol

Titulo (TU/mI) =

Donde:

- TU: Unidades transformantes (particulas virales infectivas).

- EDs es el logso de la dilucion de la suspension viral que consiguid transducir el
50% de las células.

- N células: 20.000 células.

- Vol: volumen del medio de cultivo (ml).

3.9.3. Transduccion de células diana

Se sembraron células HepG2 o HuH-7 en placas de 24 pocillos, y se transdujeron 24 h
después con los lentivirus recombinantes segin la MOI (multiplicidad de infeccion)
Optima para cada linea celular. En el caso de las HepG2, a la suspension viral se le
afiadié polibreno y las placas se centrifugaron a 1800 xg durante 90 min a 32 °C, para
aumentar la eficacia de la transduccion. A las 16 h se cambi6 el medio de cultivo,
eliminando las particulas virales que no se hubieran integrado. A partir del cuarto dias
tras la transduccion se determiné el porcentaje de células fluorescentes que expresaban

la EGFP por citometria de flujo.

3.10. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-gPCR

3.10.1. Extraccion del ARN total

Para extraer ARN de los homogenados de células o de tejidos se utilizo el kit comercial
“illustraRNAspin Mini RNA Isolation Kit”, que se basa en la purificacion del ARN
adsorbido a membranas de silice. Se procesaron un maximo de 5 millones de células o

30 mg de tejido por columna, de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

3.10.2. Transcripcion reversa (RT)

Para conseguir el ADNCc utilizado como molde en la PCR, el ARN de partida era
sometido a una reaccion de retro-transcripcion (RT). Para ello utilizamos el kit “High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”, que contiene una solucion tampon de
reaccion, dNTPs, una mezcla de “random oligomers” y una transcriptasa reversa

recombinante y optimizada del virus de la leucemia murina de Moloney (rMoMuLV). A
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esta mezcla de reaccion se afiadieron 2 ug de ARN vy la reaccion se llevo a cabo en un

termociclador con las siguientes condiciones de incubacion:

- 10mina25°C
- 120 mina37°C
- 5mina65°C

3.10.3. Disefio de primers

Para disefar los primers especificos para cada uno de los genes estudiados en esta Tesis
Doctoral se empled el programa OligoAnalizer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer; Integrated DNA
Technologies, Coralville, EE.UU.), y su especificidad se comprobd con el programa
BLAST (Camacho et al., 2009; Geer et al., 2010). De los dos primers utilizados para
gPCR (Tabla MM4) al menos uno, y frecuentemente los dos, se disefiaron sobre la
union de dos exones codificantes, utilizando como molde la secuencia del ARNm
correspondiente a cada gen, publicada en la base de datos GenBank (Geer et al., 2010),
evitando asi posibles artefactos en la medida debido a amplificaciones de restos de

ADN genémico o ARNm inmaduro.

Tabla MM4: Secuencias de primers forward (F) y reverse (R) utilizados para para cuantificar los
niveles de expresion de los genes de interés.

ARNmM  Proteina NUmero de acceso Secuencia (5°-3’) Tipo

Homo sapiens
ABCD3 PMP70 NM_002858.4 CGGCCTGCACGGTAAGAAAAGT
CTTGTCCACCACAGCTCGCT
ABCG1 ABCG1 NM 2071741 CTGGACACAGTTACTAATGCCAGCAGTTA
CATGTTGCTGGACACCACCTCAT
ACOX1 ACOX1 NM_004035.7 CCTGGTGGGCTTGGAAAGACTT
GTCACCAACGGTAATTCCTGGCA
ACOX2 ACOX2 NM_003500.4 CACCCCACTGCCAGGAATCAT
GCAAGACCTGTGCAAAGCGACT
AMACR  AMACR NM_014324.6 GTGGTGGCCTTATGTGTGCACT
GCTGTTCCTTCCACCATATTTGCATCA
ANGPTL4 ANGPTL4 NM_139314.3 AGCAGGATCCAGCAACTCTTCCA

X m XUV M AU M O M AW M W T

CCAGGAGGCCAAACTGGCTTT
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BAAT BAAT NM_001701 GGGCAGGTTCTCTTGCTAGGTTTT
CTGGCTCATCAACAAGTGCACTCA
CHOP CHOP NM_001195053.1 CTGGAACCTGAGGAGAGAGTGTTCA

GGCTGCTTTGGTGCTGCTT
CYP7A1  CYP7A1 NM_000780.2 CCATAAGGTGTTGTGCCACGGAAA
GCCCAAATGCCTTCGCAGAAG
FGF21 FGF21 NM_019113 TGACCAGAGCCCCGAAAGTCT

CAGGGTCAAAGTGGAGCGATCCATA
GAPDH GAPDH NM_002046 TGAGCCCGCAGCCTCC
ACAGAGCTGGGACATGGGACAT
GRP78 GRP78 NM_005347.5 GTTCTTGCCGTTCAAGGTGGTTGAAA
GGGTAACCTTCTTTCCCAAATAAGCCTCA
HPRT1 HPRT1 NM_000194 ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT

TGAGCACACAGAGGGCTACAATGT
HSD17B4 DBP NM_001292027.1 TGTTTCAATGAATGATTTGGGAGGGGACT

TCTTCCACTGAATCATAGTTGGCCACT
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NROB2 SHP NM_021969 GGCTTCAATGCTGTCTGGAGT

CTGGCACATCGGGGTTGAAGA

SLC51A  OSTa NM_152672 TTCCAGGTTCTCCTCATCCTGAC
CAATTCATCACTTGAGACCTGGTTTT

scP2 SCPx NM_002979.5 GGGTTGGCATGACCAAGTTTGTGA
GCTAAAGCCTTCTTGCCTGCTTCTT
SREBPF1 SREBP-1c NM_001321096.2 GCACTTTCGAAGACATGCTTCAGCTT
CTCCCAGCATAGGGTGGGTCAAATA

XBP1 XBP1 NM_005080.3 CGGAAGCCAAGGGGAATGAAGT
TCCAGAATGCCCAACAGGATATCAGAC

XBP1(S) XBPL(S) NM_001079539.1 GCTGAGTCCGCAGCAGGT
TCCAGAATGCCCAACAGGATATCAGAC

XBP1(U) XBPL1(U)  NM_005080.3 CTACGTGCACCTCTGCAGCA

 m X M XXV MM XHIJ M XX M X M X M X M X M I M OB M XX M XV M XV M O T

TCCAGAATGCCCAACAGGATATCAGAC
Mus musculus
Acox2  Acox2 NM_001161667.1 = CCACTTGATGGAAGTCATTGTAGGGCT
TACGACCAAATCCGTTGACTCC
Gapdh  Gapdh NM_001289726.1 GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATT

A M O T

CAATGAAGGGGTCGTTGATGGCAA
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Hprtl  Hprtl NM_013556.2 CCCAGCGTCGTGATTAGCGAT F
CGAGCAAGTCTTTCAGTCCTGTCCATA R

3.10.4. PCR cuantitativa (QPCR)

La gPCR es una variante de PCR que permite cuantificar el producto amplificado
durante la reaccion mediante la deteccion de fluorescencia generada por un fluorocromo
al intercalarse entre las hebras de ADN que se van sintetizando. Se usoé el fluorocromo
“SYBR”, un componente de la mezcla de reactivos “SYBR® Select Master Mix”
(Applied Biosystems) utilizada para este proposito.

Las condiciones de tiempo y temperatura para la PCR fueron:

Un ciclo de 2 min a 50 °C.
Un ciclo de 10 min a 95 °C.
40 ciclos de 15sa95°C y de 1 min a 60 °C.

En algunos casos, para comprobar la especificidad de los primers utilizados, se afiadid
un ciclo de disociacion consistente en dos ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C.

La cuantificacidn se realizo de forma relativa, comparando el ciclo umbral (Ct). En este
método, se utiliza un control interno como elemento normalizador, de forma que, la

expresion del gen diana, normalizada frente al control interno, se calcula:
ACt = Ct gen diana-Ct gen control interno

Ademas, se utiliz6 un calibrador, que es una muestra que sirve como patrén externo
para comparar los resultados, y a la que se le otorga el valor 1 de expresion. La
expresion del gen diana, normalizada y relativa al calibrador/muestra control, viene

dada por:

-AACt
2 C

Donde AACt = ACt muestra problema — ACt del calibrador

Todas las determinaciones se realizaron siempre por duplicado. Como normalizador se
utilizo el Ct de GAPDH, HPRT1 o ARNr 18S, en funcion de la muestra problema.
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3.11. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT (WB)

3.11.1. Obtencion de homogenados de tejido o de cultivos celulares

Para obtener un homogenado total de proteinas a partir de un cultivo celular, se
tripsinizaron las células, se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS; NaCl 137 mM,
KCI 3 mM, Na,HPO, 0.5 mM, KH,PO, 1.5 mM, pH 7.4) y se resuspendieron en el
volumen deseado de RIPA (PBS, Nonidet P40 1%, desoxicolato sodico 0.5%, SDS
0.1%) y un cdctel de inhibidores de proteasas (IP) al 1 % (v/v) (100 ul de RIPA con 1 pl

de IP para cada millon de células).

Para la obtencion de homogenados proteicos partiendo de tejido congelado a -80 °C, se
pesaron entre 50 y 100 mg de tejido que se homogenizaron en 500 pL de la mezcla de
RIPA+1% IP utilizando un “Bullet Blender Storm”, ajustando las condiciones de
tiempo y velocidad a cada tipo de tejido, siguiendo las especificaciones de la casa

comercial.

En ambos casos, tras incubar el homogenado durante 20 min en hielo, agitando en
vortex cada 5 min, se centrifug6 a 20.000 xg durante 20 min a 4 °C. EIl sobrenadante
fue congelado a -80 °C hasta su uso, separando una alicuota para la posterior

determinacion de la concentracion de proteinas (apartado 3.13.2).

3.11.2. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se prepararon geles separadores de poliacrilamida del 5-12% (p/v), dependiendo del
tamafio molecular de la proteina de interés, en Tris-HCI utilizando el soporte del
sistema “Mini-Protean II Cell”. Una vez que el gel separador habia polimerizado, se
depositd encima el gel concentrador (4% de poliacrilamida) junto con el peine y se dejo

polimerizar a temperatura ambiente.

Se mezcl6 el homogenado de proteinas con la solucion Laemmli 2x (0,125 M Tris-HCI
pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 0,004% azul de bromofenol y 5% [B-mercaptoetanol).
Segln las recomendaciones para la deteccion de la proteina de interés con los
anticuerpos especificos, algunas muestras se desnaturalizaron mediante calentamiento
durante 5 min a 100 °C. Se cargaron 20-100 pg de proteinas en cada pocillo, asi como
un marcador de pesos moleculares (“Precision Plus Protein' Standards”, “PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder” o “Prestained SDS-PAGE Standards, low range”), y se

desencadeno la electroforesis vertical en una cubeta con solucion de migracion (25 mM
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Tris, 192 mM L-glicina y 1% SDS) a una corriente constante de 15 mA para el gel
concentrador y 30 mA para el gel separador, durante el tiempo necesario para una

correcta resolucion de la proteina de interés.

3.11.3. Transferencia

Terminada la electroforesis, se realiz6 una transferencia humeda de las proteinas del gel
de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa. Para ello se utiliz6 una cubeta llena
de tampon de transferencia (25 mM Tris, 192 mM L-glicina y 20% metanol), frio y en
agitacion, conectada a una fuente de alimentacion con corriente constante (250 mA)

durante 90-120 min, en funcion del peso molecular de la proteina de interés.

3.11.4. Inmunodeteccion

Una vez obtenida la membrana, en ocasiones esta se tifié con Rojo Ponceau para ver la
carga total de proteinas. A continuacion, se realizd un bloqueo de 1 h a temperatura
ambiente y en agitacion con albumina sérica bovina (BSA) o leche descremada al 1-5%
(p/v) diluida en Tampon Tris salino-Tween (TBS-T; 2,42 g/l Tris base, 8 g/l NaCl, pH

7,6; suplementado con 0.2% v/v Tween 20).

Seguidamente se incubd durante toda la noche con el anticuerpo primario
correspondiente, a 4 °C y en agitacion. Los anticuerpos primarios se utilizaron diluidos
en leche o BSA al 0-5% (p/v) en TBS-T, segun las recomendaciones de la casa
comercial (Tabla MM5).

Tabla MM5: Anticuerpos primarios y condiciones empleadas para detectar proteinas humanas y murinas
por Western blot.

Antigeno Especie de origen Dilucion Proteina de bloqueo
GAPDH Mus musculus 1:1000 Leche 5%
a-Tubulina Mus musculus 1:5000 BSA 5%

ACOX2 Oryctolagus cuniculus 1:300 Sin Bloqueo

Acox2 Mus musculus 1:100 Leche 1%
V5 Mus musculus 1:4000 Leche 5%
GRP78 Oryctolagus cuniculus 1:300 Leche 1%
CHOP Mus musculus 1:500 BSA 1%
STAT-3 Mus musculus 1:2000 BSA 5%
pY705-STAT3 Mus musculus 1:1000 BSA 5%
OSM Capra aegagrus hircus 1:500 BSA 5%

V5: etiqueta V5. OSM: Oncostatina M. BSA: Albumina sérica bovina.
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Finalmente, se hicieron tres lavados con TBS-T de 5-15 min a temperatura ambiente y
en agitacion, se incubd la membrana 1 h con el anticuerpo secundario a una dilucion
1:2000 en leche al 5% (p/v) en TBS-T. Los anticuerpos secundarios marcados con
peroxidasa se escogieron en funcion de la especie en la que se habia producido el
anticuerpo primario, salvo en el caso de la deteccion de la OSM, para la que se usé un
anticuerpo primario biotinilado. Después de hacer tres lavados mas con TBS-T para

eliminar el exceso de anticuerpo, se procedié al revelado.

3.11.5. Revelado

Para la deteccion se utilizé un método quimioluminiscente y un equipo de andlisis de
imagen LAS-4000. Las membranas se incubaron 1 min en oscuridad con los reactivos
ECL (“Enhanced ChemioLuminiscence”) y los tiempos de exposicion en el equipo de

imagen se adecuaron a la sefial obtenida en cada caso.

3.12. DETECCION DE PROTEINAS POR INMUNOFLUORESCENCIA

3.12.1. Fijacion

Las células se sembraron en pocillos de placa de 24 pocillos con 500 pl de medio, sobre
un cubreobjetos circular y a una densidad adecuada para obtener una confluencia del
60-90% en el momento de la fijacion. Para ello, y en funcién del anticuerpo y la
proteina a marcar, se llevé a cabo una fijacién de 1 min con metanol puro, almacenado a
-20 °C, o se utilizdé paraformaldehido al 4% (p/v), incubando a temperatura ambiente
durante 20 min, seguido de un paso de permeabilizacion con Triton X-100 al 0,01-0,5%

(v/v) durante 4 min. En todos los casos se realizaron 4 lavados con PBS a continuacion.

3.12.2. Inmunodeteccion

El cubreobjetos con las células fijadas se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min
con suero bovino fetal al 5% (v/v) disuelto en PBS, para bloquear las uniones
inespecificas. Terminado el bloqueo, los cubreobjetos se cubrieron con la solucién de
anticuerpos primarios correspondientes disueltos en PBS (Tabla MM®6) y se incubaron
durante 1 h. A continuacion, se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y se llevé a
cabo la incubacion, durante 1 h en oscuridad, con el anticuerpo secundario apropiado:
anti-lgG de raton o conejo conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa Fluor-594®
(dilucion 1:1000) y con DAPI para tefiir los nucleos (dilucién 1:5000). En el caso de

anticuerpos primarios ya conjugados, estos se incubaron en las mismas condiciones que
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las indicadas para los anticuerpos secundarios fluorescentes. Después de tres lavados de
10 min con PBS, se afiadi6 medio de montaje, se colocé el cubreobjetos sobre un
portaobjetos, de forma que las células marcadas quedaran situadas entre ambas
superficies de vidrio, y se sell6 con esmalte de ufias. La visualizacion del marcaje se
realizd en un microscopio confocal.

Tabla MMS6: Anticuerpos primarios y condiciones empleadas para detectar proteinas humanas por
inmunofluorescencia.

Antigeno Especie de origen Dilucién
Na'/K" ATPasa Oryctolagus cuniculus 1:100
Na'/K* ATPasa Mus musculus 1:100

V5 - DyLight 650 Mus musculus 1:65
V5 Mus musculus 1:800
PMP70 Mus musculus 1:250
Catalasa Mus musculus 1:500
ACOX2 Oryctolagus cuniculus 1:50

V5: etiqueta V5.

3.13. METODOS ANALITICOS

3.13.1. Valoracion de &cidos nucleicos

Las distintas muestras de acidos nucleicos se cuantificaron espectrofotométricamente
determinando la absorcion a una longitud de onda de 260 nm en un NanoDrop 1000,
modificandose el coeficiente de extincion en funcion del tipo de muestra. Ademas, la
posible contaminacién con proteinas, solventes organicos, AEDT y otros, se estimé
mediante la relacion de absorbancias a las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm
(260/280), y 260 nm y 230 nm (260/230), respectivamente.

3.13.2. Valoracion de proteinas totales

Para medir la concentracion total de proteinas se utilizé una modificacion del método de
Lowry realizada por Markwell (Markwell et al., 1978), que se basa en la reduccion de
las proteinas con cobre en medio alcalino y la posterior reduccién del é&cido
fosfomolibdico fosfotungstico con las proteinas tratadas. El producto resultante puede

ser determinado espectrofotomeétricamente. Como patron se utilizé BSA.
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3.13.3. Determinacion de la viabilidad celular

El test de formazén es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el nimero de
células vivas en ensayos de proliferacion celular. Su fundamento se basa en la
transformacion por las deshidrogenasas mitocondriales del MTT, una sal de tetrazolio
de coloracion amarilla, en formazan, un compuesto insoluble de color violeta. La
cantidad de formazéan producido se puede cuantificar espectrofotométricamente y es

directamente proporcional al namero de células vivas.

Para la determinacion de la viabilidad celular, en primer lugar, se anadieron 110 ul de
0,5 mg/ml MTT en medio de cultivo en cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Tras 4 h
de incubacion a 37 °C, se afiadi6 sobre la mezcla anterior 100 pl/pocillo de la solucion
de lisis (10% SDS y 10 mM HCI en agua). Finalmente, tras 12 h de incubacion a 37 °C,
se determino la intensidad del color en el sobrenadante por espectrofotometria a una
longitud de onda de 595 nm en un lector de ELISA. Como blanco se utilizaron pocillos
de la placa en los que no se habian sembrado células, pero si habian sido incubados con
las distintas concentraciones de los compuestos ensayados y posteriormente con medio
de cultivo suplementado con MTT y solucion de lisis de igual forma que el resto de los

pocillos.

3.13.4. Determinacion de marcadores bioquimicos de dafio hepatico
Para la determinacién de pardmetros biogquimicos de dafio hepatico en las muestras de
suero del modelo murino de Deficiencia Parcial de ACOX2 se utilizdé un analizador

automatico de quimica seca “Spotchem EZ SP-4430”.

3.13.5. Estudios histoldgicos

Se realizaron cortes representativos del higado de 5 um de grosor en un criostato,
fijandose el tejido sobre portaobjetos mediante presion. Los tejidos fueron conservados
a -80 °C hasta su fijacién con paraformaldehido al 4% durante 20 min, se tifieron por los
métodos de hematoxilina-eosina, se deshidrataron por inmersion en soluciones
crecientes de alcohol y xilol, y se realizd el montaje con entellan para su estudio al

microscopio optico.
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3.13.6. Medida de &cidos biliares por HPLC-MS/MS
Previo a su anélisis por HPLC-MS/MS, las muestras se calentaron en una solucion
alcalina de NH;HCO3; o NaOH para separar los &cidos biliares (ABs) de su union a

proteinas, y se les afiadio acido nor-desoxicélico (norDCA) como estandar interno.

Ademas, en funcion del tipo de muestra, los ABs se extrajeron mediante uno de los

siguientes procedimientos:

- Para los tejidos, se pesaron 20-50 mg del mismo y se homogeneizé en agua
ultrapura utilizando un “Bullet Blender Storm”. Este homogenado se mezcl6 con
etanol absoluto y se incubd 2 h a 65 °C para obtener un extracto del contenido
hidrofébico y anfipatico del tejido, se centrifugd, y se repitio el procedimiento.
Posteriormente, la muestra se purifico mediante cartuchos Sep-Pak con relleno
de octadecilsilano (C18).

- Los medios de cultivo se procesaron con cartuchos Sep-Pak C18. Los ABs
retenidos en las columnas se extrajeron con metanol.

- Debido a su alto contenido en ABs, las muestras de bilis se diluyeron =200

veces directamente en metanol y se inyectaron en el HPLC-MS/MS.

En todos los casos, las muestras se llevaron a sequedad bajo corriente de aire y se
resuspendieron en metanol. Para la separacion cromatografica se empled una columna
de fase reversa, utilizandose un método de elucién en gradiente usando como fase mavil
una mezcla de metanol y agua. Se comenzo a trabajar con 73:27 de metanol/agua y se
fue incrementando la concentracion de metanol en la mezcla hasta el 93%, de manera
lineal durante 10 min, para retornar a la proporcion inicial en 1 min y mantenerla

durante los Ultimos 5 min del anlisis. El flujo de trabajo fue de 0,5 ml/min.

La determinacion de los ABs en el triple cuadrupolo se llevd a cabo utilizando
ionizacion negativa, para obtener los aniones moleculares de cada una de las especies
moleculares analizadas. Las condiciones de trabajo para la fuente idnica fueron:
temperatura del gas (N,) 350 °C, flujo del gas 8 ml/min, presion del nebulizador 10 psi,

voltaje 2500 V. Se emplearon los siguientes modos de trabajo:

- Modo de trabajo MRM: se utiliza el modo SIM, por el cual se selecciona una
relacién m/z especifica en ambos cuadrupolos, de forma que se puede seguir la

transicion especifica de cada uno de los iones precursores (ion molecular - HY) a
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los respectivos iones producto resultantes. Esto permite identificar y cuantificar
ABs conocidos, de los que se dispone de un patron comercial, de modo que se
conoce su tiempo de retencion en el HPLC en las condiciones descritas en la
metodologia, asi como las relaciones m/z que presentan y sus transiciones. En el
caso de los ABs tauroconjugados se monitorizo el ion hijo 80,2 m/z,
correspondiente al grupo SO;5™ de la taurina, mientras que en el caso de los
glicoconjugados se sigui6 el ion hijo 74 m/z, correspondiente a la glicina. En el
caso de los ABs libres no es posible fragmentar el ion molecular obteniendo
iones hijos caracteristicos, por lo que se siguié la transicion de ion molecular a

ion molecular, por ejemplo, de 407,4 m/z a 407,4 m/z en el caso del &cido cdlico.

- Modo de trabajo SCAN: se utiliza el modo SCAN en ambos cuadrupolos, lo que

permite obtener un barrido completo de todas las relaciones m/z en un rango.

- Modo de trabajo PRECURSOR ION: se utiliza el modo SCAN en el primer

cuadrupolo, y el SIM en el segundo. De esta forma, se pueden seleccionar los
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iones hijos de relacion m/z 80,2, correspondiente a la taurina, o 74 m/z,

correspondiente a la glicina, e identificar en el espectro la relacion m/z de todos
los iones padre que los generan, es decir, todos aquellos ABs que se encuentran

conjugados con taurina o con glicina.

Para la cuantificacion, se construyeron rectas patrén para cada una de las especies
moleculares de ABs de los que se disponia de patron comercial, mediante inyeccion de
soluciones metandlicas con concentraciones de cada AB entre 0,1 y 10 uM (Ye et al.,
2007).

3.14. ESTUDIOS IN SILICO
3.14.1. Busqueda de variantes genéticas en el gen ACOX2
A través del navegador del Centro Nacional para la informacion Biotecnoldgica (NCBI)
(Geer et al., 2010) se hizo una bdsqueda en la base de datos del Proyecto 1000 genomas
para identificar mutaciones descritas en la poblacion que pudieran estar implicadas en la
“Deficiencia parcial de la enzima ACOX2”. Los criterios de inclusion fueron:

- Frecuencia alélica minima 1000G MAF<0,01.

- Polimorfismo de nucledtido Unico (SNP).

- Generar una mutacién con cambio de sentido.
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3.15. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El tratamiento de datos y estudio estadistico se realiz6 con los programas Excel y
GraphPad Prism™.

Los resultados se han expresado como la mediatdesviacion estandar (SD) o error
estandar de la media (EEM).

Para calcular la significacion estadistica de las diferencias al comparar dos medias se
utilizo el test t de Student de valores pareados 0 no pareados, segun el caso. Para las
comparaciones entre varios grupos se realizd un anélisis de la varianza (ANOVA),
seguido del test de comparaciones multiples de Bonferroni para la identificacion de los

grupos entre los que habia diferencias.
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CASO CLINICO: DEFICIENCIA PARCIAL DE ACOX2 (APD)

Hasta la fecha se han descrito una gran variedad de alteraciones en el metabolismo de
los ABs que provocan patologias con consecuencias que varian desde leves a severas,
dependiendo de la enzima afectada y el grado de deficiencia. Los trastornos que afectan
a las etapas de la sintesis de ABs que ocurren dentro del peroxisoma son la etiologia de
un grupo heterogéneo de patologias denominadas enfermedades peroxisomales, de las
que las mas frecuentes son el sindrome de Zellweger y la adrenoleucodistrofia neonatal
(Aubourg et al., 2013). Debido a que los defectos del metabolismo de los ABs son poco
frecuentes y se manifiestan con sintomas inespecificos, estas enfermedades no son
evidentes cuando se atiende al paciente por primera vez. Su correcto diagndstico suele
alcanzarse tras descartar otras causas de enfermedad hepatica, y mediante el analisis de
muestras de sangre y orina para la deteccion de especies moleculares de ABs anormales
producidos debido a un blogueo en las vias metabdlicas, o pruebas genéticas que
detectan mutaciones en los genes asociados con las enzimas involucradas en la sintesis
de ABs (Vaz et al., 2017).

Esta Tesis Doctoral es la continuacion del estudio llevado a cabo durante mi Trabajo de
Fin de Grado (Alonso-Pefia, 2014) de un caso clinico que fue atendido por el Dr. Jesus
Prieto Valtuille, especialista en Medicina Interna y en Hepatologia de la Clinica

Universidad de Navarra.

El paciente era un hombre joven de 16 afios cuando fue atendido por primera vez en
2009 debido a una hipertransaminasemia persistente de origen desconocido durante 2
afios, después de haber sufrido una hepatitis aguda inducida por la administracion
combinada de ibuprofeno y diclofenaco tras una intervencion quirargica necesaria por
una lesion traumatologica en una rodilla. La hipertransaminasemia alcanzo niveles entre
2 y 5 veces superiores a los limites normales, con fluctuaciones coincidentes con la
toma de AINES y penicilamina (Tabla R1). Inicialmente, el paciente también presento
hiperbilirrubinemia y linfopenia, asi como niveles ligeramente disminuidos de
ceruloplasmina, ferroxidasa de tipo | y al-antitripsina, sin ningin otro sintoma

asociado.

Las causas mas comunes de hipertransaminasemia, como la celiaquia, infecciones

virales y enfermedades autoinmunes, se descartaron al comprobarse que las serologias
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Discusion

virales, los anticuerpos y el perfil de celiaquia y tiroideo eran normales. Igualmente se
descartaron enfermedades congénitas como la enfermedad de Wilson. El perfil
bioquimico de funcidn hepatica no coincidia con el de ninguna variante conocida de

colestasis familiar intrahepatica (BRIC o PFIC).

La exploracion abdominal con ecografia mostr6 una morfologia y tamafio normal del
higado, asi como de la vesicula y el arbol biliar, descartdndose la colelitiasis como causa
etiopatogénica. Una biopsia hepatica realizada en 2010 (Figura R1) permitio observar la
acumulacién intrahepatica de pigmentos biliares, que se interpretdé como un signo de

colestasis, si bien la histologia general del higado era normal.

Figura R1: Microfotografias representativas de una biopsia hepética del paciente sujeto del estudio. Se
observa una arquitectura hepatica normal (A) y acimulo de pigmentos biliares en el interior de los
hepatocitos (flechas amarillas) (B).

Finalmente, en 2012 se consiguio la remisién de la hipertransaminasemia mediante la
administracion de un tratamiento combinado de resincolestiramina, acetilcisteina y
vitamina E (Tabla R1).

Debido a sus particularidades, decidimos estudiar a fondo el caso presentado. Se
recibieron muestras bioldgicas del paciente (raspado bucal, suero y orina), las cuales se

tomaron cumpliendo los requisitos éticos y legales que marca la legislacion vigente.

88



Tabla R1: Analisis de marcadores séricos de funcionalidad hepatica del paciente sujeto del estudio.

Dic Ene Feb Abr Jul Feb Mar Jul Ene Jul Oct Nov Jul Dic Feb Ene Feb
2007 2008 2008 2008 2008 2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2011 2011 2012 2013 2014
Incidencias ) - ) - - - - - - - 3 (3) - 4) 4) 4) 4)
ALT (UI/) 510 256 316 93 54 116 55 115 229 49 143 333 56 76 16 39 14
AST (UI/) 149 71 90 31 28 54 26 39 67 20 39 77 18 30 22 22 19
ALP (UI/) 175 197 195 210 184 146 176 136 108 61 63 ND 60 50 91 66 79
GGT (UI/N) 44 26 21 16 13 15 12 12 18 14 15 ND 12 11 7 14 6
TBIL (mg/dl) ND ND 1,78 2,24 1,46 2,95 2,06 ND ND 2,37 2,53 ND 2,58 1,90 1,60 1,40 2,30
DBIL (mg/dl) ND ND 0,35 0,65 0,43 0,36 0,62 ND ND 0,63 0,62 ND 0,69 0,60 ND 0,52 ND

Valores de referencia: Alanina aminotransferasa (ALT), 0-41 Ul/Il; aspartato aminotransferasa (AST), 1-37 Ul/I; fosfatasa alcalina (ALP), 40-130 UI/I; y-glutamil
transpeptidasa (GGT), 0-60 Ul/I; bilirrubina total (TBIL), 0-1,3 mg/dl; bilirrubina directa o conjugada (DBIL), 0-0,4 mg/dl. ND, no disponible. Incidencias: (1) Intervencion
quirdrgica y tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINES); (2) Tratamiento con AINES; (3) Tratamiento con D-penicilamina; (4) Tratamiento con

resincolestiramina.
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4.1.1. Analisis del perfil de ABs

Los resultados observados al tratar al paciente con colestiramina hicieron sospechar que
existia una alteracion en el metabolismo de los ABs. Por ello, se llevé a cabo un analisis
por HPLC-MS/MS de las especies moleculares de ABs presentes en la orina y el suero
(Tabla R2) del paciente.

En primer lugar, se utilizd el modo analitico MRM, con el objetivo de determinar la
concentracion de los ABs C24 mayoritarios, encontrandose niveles anormalmente bajos
de estas moléculas tanto en la orina (0,07+0,02 uM para los ABs totales, frente a
1,18+0,13 puM en individuos sanos) como en el suero (0,06£0,01 puM, frente a
4,68+0,61 uM) (Tabla R2). Hay que tener en cuenta que, aunque el paciente estaba
siguiendo un tratamiento con colestiramina que reduce parcialmente la absorcién
intestinal de ABs, esto no explica la presencia de niveles mas de 20 veces menores de
ABs respecto a los determinados en sujetos sanos. También se encontré que la
proporcion relativa de ABs conjugados, respecto a los niveles totales, era mayor en el
paciente (88%) que en los individuos sanos (35,5%), lo que sugeria que el trastorno
metabdlico no se debia a una alteracion de la enzima BAAT, responsable de la

conjugacion de los ABs.

En el modo analitico SCAN del HPLC-MS/MS se buscaron, de entre todas las masas
del rango seleccionado (100 a 800 m/z), aquellas que podrian corresponder a los
precursores biosintéticos de los ABs, encontrandose en suero y orina un doble pico
(tiempos de retencion de 9,4 y 9,8 min) con una relacion m/z de 556,3, que no aparecia
en los individuos sanos (Figura R2), y que se sospechd que podian corresponder a los
conjugados con taurina de los isomeros 25R y 25S del acido 3a, 7a, 12 a-trihidroxi-5p-
colestanoico (THCA), uno de los precursores en la sintesis del CA. Para aclarar esta
posibilidad, las muestras fueron re-analizadas en el Servicio de Espectrometria de
Masas de la Universidad de Salamanca mediante un HPLC-MS/TOF. Se pudo
identificar por masa exacta el tauro-THCA (Figura R2). Aunque de forma minoritaria
en comparacion con el THCA, también se observaron dos picos que se sospecho que
podrian corresponder a los dos estereocisomeros del DHCA, precursor del CDCA (datos

no mostrados).
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Tabla R2: Andlisis de las especies de acidos biliares (ABs) presentes en la orina y el suero del paciente
sujeto del estudio.

Orina Suero

Control Paciente Control Paciente
AB C24 totales (uUM) 1,18+0,13 0,08+0,02 4,68+0,61 0,06+0,01
Tauroconjugados (UM) 0,28+0,11 0,06+0,02 0,67+0,08 0,01+0,01
Glicoconjugados (M) 0,14+0,02 0,01+0,01 2,37+0,59 0,04+0,01
No conjugados (M) 0,76+0,18 0,01+0,01 1,65+0,33 0,01+0,01
AB C24 (nM)
Glicocdlico 7148 6+2 478+111 9+3
Glicoquenodesoxicolico 3348 2+1 10494278 24+1
Glicodesoxicélico 234 <1 672+199 <1
Glicolitocdlico <1 <1 40+19 <1
Glicoursodesoxicolico 155 <1 127440 <1
Taurocolico 15+4 6+5 13649 3+l
Tauroquenodesoxicolico 6+2 1+1 203153 8+4
Taurodesoxicdlico 2+1 <1 129+34 <1
Taurolitocdlico <1 <1 2+1 <1
Tauroursodesoxicélico <1 <1 239 <1
Taurosulfolitocolico 247+115 52+15 96+15 <1
Cdlico 572149 3+1 242+157 2+1 o §
Quenodesoxicélico 2819 <1 604+246 1+1 & =
Desoxicdlico 105+17 1+1 529+151 6+3 g; %,-
Litocolico 2+1 <1 145+100 <1 B ‘2
Ursodesoxicdlico <1 <1 42+14 <1
AB C27 totales (nM) <1 6+2 3+2 52+6
Taurotrihidroxicolestanoico <1 2+1 3+2 32+6
Taurodihidroxicolestanoico <1 1+1 <1 9+1
Trihidroxicolestanoico <1 4+1 <1 11+2

Los valores en el paciente son la media+SD de 4 medidas realizadas en dos muestras diferentes recogidas
con un intervalo de 6 meses. Las muestras Control se recogieron de 5 varones sanos de edad similar al
paciente sujeto del estudio y se representan como media+SD.
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Figura R2: Espectro de masas HPLC-TOF del compuesto encontrado en el suero del paciente sujeto del
estudio. La masa exacta (556,3357) coincide con la del conjugado con taurina del &cido trihidroxi-5p-
colestanoico (THCA). El inserto contiene cromatogramas representativos de suero y orina obtenidos por
HPLC-MS/MS en modo MRM que muestran los picos de las transiciones m/z 556,3 a 80,2, que
corresponde a los isémeros 25S y 25R del conjugado con taurina del THCA, y 540,3 a 80,2, que
corresponde a los isémeros 25S y 25R del conjugado con taurina del acido dihidroxi-5p-colestanoico
(DHCA).

La acumulacion de tauro-THCA, acido pristanico y otros intermediarios de la sintesis de
ABs en plasma, como se ha comentado previamente, ya fue descrita por Ferdinandusse
et al. en pacientes con una enfermedad peroxisomal causada por deficiencia en la
enzima racemasa AMACR (Ferdinandusse et al., 2001), que transforma los ésteres (R)-
metilacil-CoA en sus enantiomeros S. Sin embargo, el espectro que obtuvieron por LC-
MS/MS de los ABs del plasma de sus pacientes sélo mostré que acumulaban el isomero
R del tauro-THCA, es decir, el sustrato de la enzima AMACR, lo que indicaba una
pérdida de funcionalidad de dicha enzima. Puesto que en las muestras del paciente de
nuestro estudio observabamos la acumulacién de ambos estereoisomeros, descartamos

una deficiencia de AMACR como causante de su patologia.

4.1.2. Analisis genético

La identificacion del tauro-THCA como principal metabolito acumulado en el suero del
paciente parecia indicar la existencia de alguna alteracion en alguno de los pasos
peroxisomales en la ruta biosintética de los ABs. El analisis del perfil de ABs, es decir,
la presencia de ABs conjugados y de los dos estereoisébmeros del THCA, permitid

descartar una deficiencia en las enzimas BAAT y AMACR, por lo que se llevo a cabo la
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amplificacion y secuenciacion de todos los exones y las regiones intronicas que
flanqueaban los exones del ARNm del resto de enzimas implicadas en la ruta, ACOX2,
DBP y SCPx (Tabla R3), cuya deficiencia podria explicar la acumulacion en suero y
orina del metabolito intermediario THCA.

Tabla R3: Definicién, nomenclatura y frecuencia alélica de las mutaciones encontradas en los exones y

en la zona proximal de los intrones que flanquea los exones de las enzimas peroxisomales de la sintesis de
acidos biliares del paciente sujeto del estudio.

Proteina  Variacion de Variacion de Localizaciéon Referencia

(Gen) aminoacido nucle6tido Genotipo en el gen SNP MAF
ACOX2 c.-26T>C GIG 5-UTR rs4681862 A=7,6%
(ACOX2) R225W c.673C>T AIA Exon 6 rs150832314  A=0,031%

c.-75C>G CIG 5-UTR rs26180 G=43,0%
R106H c.317G>A GIA Exén7 rs25640 A=451%
1559V C.1675A>G AIG Exén 20 rs11205 G=41,9%
E576E C.1728G>A GIA Exén 21 rs1004706877 ND
¢.113-68delAC AC/- Intron 3 rs10601221  Del=51,8%
C.220+167T>A TIA Intrén 4 rs553273092  A=0,01%

DBP ¢.1210-78T>C TIC Intrén 14 rs257969 C=28,3%

(HSD17B4) .1209+65delTATCT TATCT/—  Intron 15 rs146145595  Del=1,1%
€.1261+46C>T CIT Intrén 15 rs460945 T=33,3%
c.1261+47A>G AIG Intrén 15 rs455949 G=48,3%

€.1574-200delTT TT/- Intron 19 rs370713910 N.D. -
C.1767+57C>T CIT Intrén 22 rs2636961 C=35,8% g' g
€.1855-43A>G AlG Intron 22 rs10036783 G=0,4% E g’_
¢.1993+74G>C GIC Intrén 23 rsl7145464  C=28,3% S 2
(Sgg)z() C.396+79A>G AIG Intrén 5 rs75463479 G=0,3%

MAF (del inglés Minor Allele Frequency) es la frecuencia del alelo minoritario en una poblacién. Los
datos se han obtenido del estudio “gnomAD — Exomes”, actualizado en octubre de 2018, y que consta de
246.144 muestras. La posicion de los nuclettidos se refiere a la ORF de las secuencias silvestres
NM_003500 (ACOX2), NM_000414 (HSD17B4) y NM_002979 (SCP2). La posicion de los aminoacidos
se basa en las proteinas NP_003491 (ACOX2) y NP_000405 (DBP). ND, no disponible.

De ellas, la mayoria se encontraban en regiones no codificantes sin relevancia conocida
en el procesamiento del ARNm, en la expresion génica, ni en la funcionalidad de la
proteina. Asimismo, se encontraron algunos polimorfismos con cambio de sentido que,
a pesar de aparecer en la secuencia codificante de HSD17B4, son altamente frecuentes
en la poblacion, por lo que parecié poco probable que fuesen la causa subyacente de una
situacion clinica poco frecuente. También se identificé un SNP en homocigosis en la
region 5S’UTR del gen ACOX2, ¢.-26T>C (NCBI, rs4681862), que parece estar asociado

con variaciones en el splicing alternativo del gen (Nembaware et al., 2008), y una
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mutacion puntual en la secuencia codificante de ACOX2, ¢.673C>T, que provoca un
cambio de sentido en la secuencia de amino&cidos de la enzima, p.Arg225Trp (R225W),

pudiendo afectar a la funcionalidad de la misma.

De nuevo, en el caso del polimorfismo c¢.-26T>C, la frecuencia alélica que se ha
descrito en estudios de secuenciacion masiva es demasiado elevada (7,6%) para que,
siendo esta la causa de la enfermedad, no se haya descrito antes en la poblacion cercana
genéticamente al paciente o en la poblacion en general. Por ello, se descarté que este
polimorfismo fuera la causa directa y unica de la enfermedad de nuestro paciente. Por
otro lado, en las bases de datos del NCBI se encontr6 que la mutacion ¢.673C>T se
describia como un SNP (rs150832314), aunque su frecuencia alélica era muy baja, del
0,031% en heterocigosis, y nunca se habia descrito en homocigosis. Su efecto no habia
sido estudiado previamente, pero las predicciones con los programas informaticos SIFT
y PolyPhen-2 indicaban que el cambio R225W generado era deletéreo para la actividad

de la enzima.

Figura R3: Prediccion de la estructura terciaria de
la proteina ACOX2. Se indica la proximidad de la
Arginina 225 a las regiones de unién del cofactor
FAD y del centro catalitico de la enzima.

Sitio de unién del
cofactor

Regién catalitica

De acuerdo con el modelo de prediccion de la estructura tridimensional de ACOX2
(Figura R3), desarrollado en base a la estructura determinada por cristalizacion del
ortologo de rata ACO-I1I (Nakajima et al., 2002), sugerimos que la mutacion encontrada
en el paciente afecta a una region de superposicion de los dominios C-terminal y
pseudo-barril B de la enzima, que parecen estar implicados en la unién del cofactor

FAD, la dimerizacion y la actividad catalitica de la enzima.
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4.1.3. Estudio genealdgico

Dada la alta probabilidad de que la patologia estuviera determinada por un componente
genético, se llevd a cabo el andlisis del perfil de ABs en muestras de suero de la familia
(padre, madre y hermana) del paciente de estudio, todos nacidos en dos valles cercanos
del Pais Vasco (Tabla R4; Figura R4).

Figura R4: Andlisis del genotipo (A, B) y fenotipo (C,
D) en los familiares de primer grado del paciente sujeto
del estudio. Arboles genealdgicos de la familia afectada
: ! para las mutaciones encontradas en el gen ACOX2, c.-
1 2 1 2 26T>C (A) y ¢.673C>T (B). Analisis de Ila
concentracion de acidos biliares (ABs) de 24 carbonos

(C24) e intermediarios de 27 carbonos (C27) en suero.

0 " Las muestras control (n = 5) se recogieron de varones
1 ) L ) sanos de edad similar a la del paciente sujeto del

Hombre Mujer estudio y los valores se representan como la media+SD.
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Tanto el padre como la madre presentaron niveles de ABs C24 dentro del rango normal
(2,57 y 7,84 uM, respectivamente), e incluso la concentracion de CA se encontrd por
encima de la media de los sujetos control (586 y 1969 nM vs. 242+157 nM). Asimismo,
la concentracion de los intermediarios de sintesis de ABs C27 eran bajos y semejantes a
los del grupo control (6 y 14 nM vs. 32 nM). Sin embargo, la Unica hermana del
paciente, tres afios mas joven que él, presentaba niveles de ABs C24 anormalmente
bajos (0,28 nM) y de ABs C27 anormalmente altos (100 nM), destacando el tauro-
THCA como principal intermediario acumulado (56 nM). Hay que resaltar que las
concentraciones de las distintas especies de ABs en el suero de la hermana eran
superiores a las del paciente, aunque esta diferencia podria deberse al tratamiento con
colestiramina al que se habia sometido al paciente, que conlleva la retencion de ABs en

el intestino y su posterior eliminacion en heces.
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Tabla R4: Andlisis de las especies de acidos biliares (AB) presentes en suero en la familia de primer
grado del paciente sujeto del estudio.

Control Paciente Hermana Padre Madre
AB C24 totales (uM) 4,684+0,61  0,06+0,01 0,28 2,57 7,84
Tauroconjugados (UM) 0,67+£0,08  0,01+0,01 0,04 0,10 0,34
Glicoconjugados (uM) 2,37£0,59  0,0410,01 0,11 0,90 3,53
No conjugados (LM) 1,65+0,33  0,01+0,01 0,13 1,56 3,97
AB C24 (nM)
Glicocélico 478+111 943 23 117 589
Glicoguenodesoxicolico 10494278 24+1 30 399 1867
Glicodesoxicdlico 672+199 <1 42 215 877
Glicolitocélico 40+19 <1 <1 4 61
Glicoursodesoxicdlico 127+40 <1 17 110 134
Taurocolico 1369 3+1 3 13 49
Tauroquenodesoxicolico 203153 8+4 8 38 147
Taurodesoxicolico 129+34 <1 7 23 68
Taurolitocdlico 2+1 <1 <1 1 7
Tauroursodesoxicolico 2319 <1 <1 3 2
Taurosulfolitocélico 96+15 <1 18 23 70
Célico 242+157 2+1 19 586 1969
Quenodesoxicolico 6041246 1+1 9 161 709
Desoxicélico 529+151 613 76 691 1166
> Litocélico 145+100 <1 24 117 112
é :é Ursodesoxicdlico 42+14 <1 <1 9 16
£3 AB C27 totales (nM) 3+2 5246 100 6 14
é a Taurotrihidroxicolestanoico 3+2 3216 56 6 14
Taurodihidroxicolestanoico <1 9+1 33 <1 <1
Trihidroxicolestanoico <1 11+2 11 <1 <1

Los valores en el paciente son la media=SD de 4 medidas realizadas en dos muestras diferentes recogidas
con un intervalo de 6 meses. Las muestras Control se recogieron de 5 varones sanos de edad similar al
paciente sujeto del estudio y se representan como media+SD.

El andlisis genealdgico de los SNP ¢.-26T>C y ¢.673C>T del gen ACOX2 (Figura R4-A
y B) reveld que todos los miembros de la familia eran homocigotos para ¢.-26T>C, lo
gue apoyaba la hipotesis de que este polimorfismo no estaba implicado en el desarrollo
de la patologia. Sin embargo, ambos progenitores presentaron la mutacion ¢.673C>T en
heterocigosis, mientras que sus hijos portaban dicha mutacién en homocigosis, por lo
que esta mutacion del gen ACOX2 podria ser la responsable de esta patologia congenita,

autosdmica y recesiva, afectando de forma clinica o subclinica a ambos hermanos.
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Un anélisis detallado de la historia clinica de la hermana del paciente reveld la
existencia de picos de hipertransaminasemia asociados al tratamiento con AINES (Tabla
R5). Ademas, la retirada del tratamiento era seguida de la reversion de los niveles de
transaminasas séricas a valores normales sin que fuera necesaria ninguna otra
intervencion, a diferencia de lo ocurrido en el caso del paciente objeto del estudio
(Tabla R1).

Tabla R5: Analisis de marcadores séricos de funcionalidad hepatica de la hermana del paciente sujeto del
estudio.

Jul Ene Nov Feb
2012 2013 2015 2016
Incidencias - (D) - -
ALT (UI/N) 18 79 22 16
AST (UI/) 16 50 21 20
ALP (UI/T) ND ND 60 60
GGT (Ul/l) ND ND 8 8
TBIL (mg/dl) ND ND 2,2 ND
DBIL (mg/dl) ND ND 0,7 ND

Valores de referencia: Alanina aminotransferasa (ALT), 0-41 Ul/I; aspartato aminotransferasa (AST), 1-
37 UI/I; fosfatasa alcalina (ALP), 40-130 UI/I; y-glutamil transpeptidasa (GGT), 0-60 Ul/I; bilirrubina
total (TBIL), 0-1,3 mg/dl; bilirrubina directa o conjugada (DBIL), 0-0,4 mg/dl. ND, no disponible.
Incidencias: (1) Tratamiento antigripal, con infundadas sospechas de que incluyese antiinflamatorios no
esteroideos.

4.1. DESARROLLO DE UN MODELO IN VITRO PARA LA EVALUACION
FUNCIONAL DE ACOX2

El estudio clinico y genético reveld la posible implicacion de la mutacion ¢.673C>T

(p-R225W) del gen ACOX2 en la etiopatogenia de la enfermedad padecida por el

paciente objeto del estudio. Por ello, nos planteamos como siguiente objetivo desarrollar

un modelo in vitro en el que se pudiera demostrar la relacion causa-efecto entre la

mutacion encontrada y el fenotipo observado en el paciente; es decir, la acumulacion de

intermediarios C27 como el THCA y los bajos niveles de acidos biliares primarios C24.

4.2.1. Sintesis de ABs en lineas celulares de origen hepatico
En primer lugar, determinamos la expresion del gen ACOX2 en distintas lineas celulares

de origen hepatico (Figura R5), en comparacion con higado humano sano. Todas las
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lineas estudiadas presentaron un nivel de expresion de ACOX2 considerablemente
menor al del higado, si bien la mayor expresion se observo en la linea celular HUH-6, de
hepatoblastoma, con una expresion en torno al 50% del gen normalizador hipoxantina
fosforibosiltransferasa 1 (HPRT1), es decir, un 25% de la encontrada en el higado. Las
lineas celulares HepG2, de hepatoblastoma, HuH-7, de hepatocarcinoma, e IHH,
derivada de hepatocitos humanos inmortalizados, presentaron un nivel de expresion de
ACOX2 bajos, mientras que en las lineas celulares Alexander, de hepatocarcinoma, y

HepaRG, de hepatoma, la expresion era despreciable.

300 -
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«

Figura R5: Expresion de ACOX2 en higado humano sano y en lineas celulares de hepatoblastoma (HuH-
6 y HepG2), hepatocarcinoma (HuH-7 y Alexander), hepatoma (HepaRG) y derivadas de hepatocitos
humanos inmortalizados (IHH). Los niveles de ARNm se determinaron por RT-qPCR y se expresan como
porcentaje de la expresién de HPRT1. Los valores son la mediatSD de mas de cuatro determinaciones
realizadas en mas de dos cultivos celulares.

A continuacién, determinamos la sintesis endogena de ABs por las distintas lineas
celulares (Figura R6) mediante HPLC-MS/MS. Ademas, se incluyo en este estudio la
linea celular WIF-B9, linea hibrida obtenida mediante fusion de células Fao de
hepatoma de rata y fibroblastos humanos WI-38 (Decaens et al., 1996), en la que
nuestro grupo de investigacion habia descrito previamente una predominancia del
metabolismo de ABs de tipo mas parecido al de humano que al de rata (Monte et al.,
2001). Dado que el estudio de la sintesis de ABs en lineas celulares de origen hepético
no era un objetivo de esta Tesis Doctoral, sino un procedimiento necesario para la
puesta a punto del modelo in vitro que queriamos desarrollar, estas determinaciones se

realizaron solamente en uno o dos cultivos.
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Figura R6: Nivel de sintesis de &cidos biliares (ABs) en lineas celulares de origen hepatico. La
concentracion de ABs totales (A) y de acido célico (CA) y sus conjugados con taurina (acido taurocolico,
TCA) o glicina (acido glicocolico, GCA) (B), se determind por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo de
células cultivadas a confluencia durante 48 h. Los datos representan la concentracion de ABs determinada
en un experimento tipico.

Como puede observarse en la Figura R6-A, las células WIF-B9 presentaron un nivel de
sintesis de ABs totales superior al del resto de lineas celulares, mientras que la linea
celular HepaRG present6 una biosintesis de ABs muy baja, a pesar de ser una linea
celular diferenciada y que se ha propuesto como un buen modelo preclinico para
predecir el dafio hepatico inducido por farmacos (Bell et al., 2017). Por otro lado, la
linea celular HUH-6 presentd una menor concentracion de ABs que el resto de lineas
derivadas de tumores hepaticos, y semejantes a los encontrados en la linea celular IHH,

a pesar de que la expresion de ACOX2 era considerablemente superior (Figura R5).

No obstante, dado que el principal metabolito encontrado en el paciente era el THCA,
precursor biosintético del CA, consideramos interesante analizar de forma particular la

capacidad de sintesis de CA y sus conjugados por las distintas lineas celulares. Asi, la
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mayor sintesis de CA y sus conjugados, TCA y GCA, se observé en las lineas celulares
HepG2 y HuH-7 (Figura R6-B).

Un andlisis mas detallado de las especies de ABs encontradas en los medios de cultivo
revelo la presencia de ABs tauroconjugados y glicoconjugados en el medio de cultivo
que consideramos como Control en las siguientes figuras; procedente en su mayor parte
del suero bovino fetal, asi como DCA, utilizado en la mezcla de antibidtico y

antimicotico como agente solubilizador.

El analisis del medio de cultivo de la linea celular HepG2 (Figura R7) demostré una
baja capacidad de conjugacion de estas células, donde las especies mayoritarias fueron
los ABs libres CA y CDCA, encontrandose también THCA. Asimismo, los ABs
conjugados encontrados fueron mayoritariamente TDCA y GDCA, que eran

sintetizados a partir del DCA del medio.

Figura R7: (A) Concentracion de diferentes

A especies de acidos biliares (ABs) determinada

Eizgg‘;' por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
150 - (Control) y después de cultivar células HepG2
a confluencia durante 48 h. (B) Sintesis de
ABs por las células HepG2, calculada a partir

. |] |] |] de la diferencia entre la concentracion de ABs
a las 48 h de cultivo y el Control. Los datos

- EI (m = P n representan la  concentracion de ABs
determinada en un experimento tipico. TCA,

N
o
o

100 +

Concentracién de ABs (nM)
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acido taurocolico; TCDCA, acido
— 30 - tauroquenodesoxicolico; TDCA, acido
z 2 | taurodesoxicolico; TLCA, acido
g ] taurolitocolico, GCA, éacido glicocolico;
3 . GCDCA, acido  glicoguenodesoxicolico;
$ GDCA, éacido glicodesoxicolico; GLCA, acido
£ 197 glicolitocélico; CA, acido cblico; CDCA,
s 57 I acido  quenodesoxicélico; DCA, &cido
g o'm — W — — — desoxicolico; THCA, acido

«‘{ & é"> ‘y °‘> = °V & °V & trihidroxicolestanoico.

En cuanto a la linea celular HuH-7 (Figura R8), se observé una gran capacidad de
conjugacion con taurina, pero no con glicina, siendo los ABs tauroconjugados
abundantes y los glicoconjugados minoritarios. Asimismo, observamos que las células
eran capaces de sintetizar TDCA, un AB mas hidrofilico y menos toxico, mediante la
conjugacion del DCA del medio, asi como la sintesis de CA, TCA, CDCA y THCA,

siendo el CA el AB mayoritario.
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Figura R8: (A) Concentracion de diferentes

A especies de acidos biliares (ABs) determinada

O Control por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
150 | W Huk-7 (Control) y después de cultivar células HuH-7

a confluencia durante 48 h. (B) Sintesis de

200 -

100 +

ABs por células HuH-7, calculada por la
50 4 diferencia entre la concentracion de ABs a las
EII:I-|] - J 48 h de cultivo y el Control. Los datos
0- = representan la  concentracion de ABs
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80 4 B tauroquenodesoxicolico; TDCA, acido
60 | taurodesoxicélico; TLCA, acido
taurolitocolico; GCA, acido glicocdlico;
40 1 GCDCA, é&cido  glicoquenodesoxicolico;
”0 | GDCA, acido glicodesoxicélico; GLCA, &cido
I I glicolitocolico; CA, acido célico; CDCA,
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© trihidroxicolestanoico.
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En el caso de la linea celular HuH-6, a pesar de ser las células que presentaban una
mayor expresion de ACOX2 (Figura R5), encontramos una sintesis baja de ABs (Figura
R9), siendo las especies mayoritarias los tauroconjugados y glicoconjugados. La sintesis
de CA fue muy baja, y no se encontré ni CDCA ni THCA, por lo que se descartd el uso
de esta linea celular como modelo para evaluar la funcionalidad de ACOX2,
entendiéndose que en estas células podria haber alguna deficiencia en la ruta

biosintética de los ABs.
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Figura R9: (A) Concentraciéon de diferentes
O control especies de 4cidos biliares (ABs) determina}da
B HuH6 A por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
(Control) y después de cultivar células HuH-6
a confluencia durante 48 h. (B) Sintesis de
ABs por células HuH-6, calculada por la
diferencia entre la concentracion de ABs a las
|] 48 h de cultivo y el Control. Los datos
0 [ |] |] - == representan la  concentracion de ABs
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Por el contrario, la linea celular Alexander, a pesar de su baja expresion del gen ACOX2
(Figura R5), presentd niveles de sintesis de ABs (Figura R10) superiores a los
observados en las HuH-6. No obstante, las especies mayoritarias fueron
tauroconjugados y glicoconjugados, no observandose sintesis de CDCA libre, ni THCA,

y niveles de CA muy inferiores a los observados en las células HepG2 y HuH-7.

Figura R10: (A) Concentracion de diferentes
A especies de &cidos biliares (ABs) determinada

N
a1
o

Eif’;‘;s;er por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
200 1 (Control) 'y después de cultivar células
150 Alexander a confluencia durante 48 h. (B)

Sintesis de ABs por células Alexander,
calculada por la diferencia entre la

%01 |] 1 concentracion de ABs a las 48 h de cultivo y el
0- m - — = - Control.  Los  datos  representan la
T 00" P T & concentracion de ABs determinada en un
& experimento tipico. TCA, &cido taurocdlico;

30 1 B  TCDCA, 4cido  tauroquenodesoxicolico;
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trihidroxicolestanoico.

En el caso de la linea celular HepaRG, a pesar de su elevada diferenciacion, apenas
mostraron una expresion detectable de ACOX2 (Figura R5), y por tanto tampoco una
sintesis destacable de ABs (Figura R11). De las especies de ABs de interés, los ABs
mayoritarios fueron el THCA y el TCA. Sin embargo, el AB més abundante fue el 4cido
hiocolico (datos no mostrados), un AB minoritario en humanos sanos, pero abundante
en especies como el cerdo (Sus scrofa), que se ha encontrado aumentado en pacientes

con hepatitis virales durante la fase de recuperacién (Nakashima et al., 1999).

En cuanto a la linea celular IHH, derivada de hepatocitos sanos inmortalizados, a pesar
de tener un nivel de expresion de ACOX2 semejante a las HepG2 (Figura R5),
demostraron tener un nivel de sintesis de ABs mucho menor (Figura R12), donde
ademas el AB primario mayoritario fue el CDCA. Los niveles de especies
tauroconjugados y glicoconjugadas del CDCA y DCA también fueron superiores a las
especies conjugadas del CA, encontrado en valores muy bajos en el cultivo de esta linea

celular.
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Figura R11: (A) Concentracion de diferentes

especies de acidos biliares (ABs) determinada

O control A por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
B HepaRG (Control) y después de cultivar células
HepaRG diferenciadas a confluencia durante

48 h. (B) Sintesis de ABs por células HepaRG
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la concentracién de ABs a las 48 h de cultivo y
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Finalmente, en el medio obtenido tras la incubacion con las células WIF-B9 (Figura
R13), los ABs predominantes fueron los tauroconjugados y glicoconjugados del CA 'y

CDCA, mientras que el AB libre mayoritario fue el DCA.

Basandonos en este analisis, seleccionamos las lineas celulares HepG2 y HuH-7 como
las principales candidatas para desarrollar el modelo de evaluacion in vitro de la
funcionalidad de la enzima ACOX2, debido a su elevada capacidad para sintetizar ABs
primarios, principalmente CA libre, y su baja capacidad de conjugacién del mismo.

Esto, por una parte, facilita el analisis de la biotransformacion del THCA, su precursor,
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en CA, al no ser necesario tener en cuenta los derivados conjugados, y por otra reduce la
variabilidad experimental que podria suponer la presencia de ABs conjugados en el
suero bovino fetal utilizado en la preparacion del medio de cultivo celular y cuya
concentracion puede variar entre distintos lotes. No obstante, cabe destacar que estudios
previos en estas lineas celulares habian descrito patrones de sintesis de ABs diferentes a
los encontrados en esta Tesis Doctoral. Asi, en la linea celular HepG2 se habia descrito
una sintesis de CDCA muy superior a la de CA, asi como una acumulacién evidente de
DHCA y THCA que superaba los niveles de CA (Everson et al., 1986). Por otro lado,
otros autores habian encontrado una sintesis predominante de CDCA y conjugacion con
glicina en el medio de cultivo de células HuH-7 (Yoshik Amuro, 1994). Sin embargo,
las condiciones experimentales empleadas en estos estudios fueron diferentes a las
nuestras, bien por utilizacion de distintos medios de cultivo o por falta de suero bovino
fetal en el cultivo, lo que puede resultar en la falta de factores de crecimiento y
diferenciacion importantes en el control metabolico. Ademas, en ambos casos se trata de
estudios antiguos, por lo que no se puede descartar que las caracteristicas propias de la
linea celular puedan haberse modificado tras los pases y cultivos sucesivos. Por todo
ello, el andlisis de la capacidad de sintesis de ABs en distintas lineas celulares resulté de

especial relevancia para la consecucidon de los objetivos de esta Tesis Doctoral.

Figura R13: (A) Concentracion de diferentes

200 1 Ocontol A especies de &cidos biliares (ABs) determinada
W WIF-BS por HPLC-MS/MS en el medio de cultivo
(Control) y después de cultivar células WIF-

B9 a confluencia durante 48 h. (B) Sintesis de

ABs por células WIF-B9, calculada por la

50 | diferencia entre la concentracion de ABs a las
I:I 48 h de cultivo y el Control. Los datos
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4.2.2. Evaluacion de la biotransformacion del THCA en HepG2 y HuH-7

Para comprobar que las lineas celulares HepG2 y HuH-7 podian transformar el THCA
en CA, ambos tipos celulares se cultivaron durante 48 h en presencia de THCA afadido
al medio de cultivo. Pasado este tiempo, se determinaron los niveles de CA en los
cultivos, con o sin THCA afadido a dicho medio (Figura R14). En ambos tipos
celulares se observé un aumento significativo en la sintesis de CA cuando se afiadia
THCA.
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Z 150 -
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O J —_— oi—
Medio HuH-7 Medio HuH-7
+ 5 uM THCA

Figura R14: Sintesis de acido célico (CA) por células HepG2 (A) y HuH-7 (B) incubadas o no durante
48 h con acido trihidroxicolestanoico (THCA) a una concentracion de 10 uM (HepG2) 0 5 uM (HuH-7).
La concentracion de CA se determiné en el medio de cultivo por HPLC-MS/MS. Los valores representan
la mediaxSD de al menos cuatro determinaciones usando dos cultivos diferentes. *p<0,05, comparado
con la concentracion de THCA en el medio de cultivo solo, mediante el test t de Student.

4.2.3. Evaluacion funcional in vitro de la variante V1 (R225W) de ACOX2

Durante la realizacién de mi Trabajo de Fin de Master clonamos la ORF de ACOX2 en
un plasmido pGEM-T, a partir de la que posteriormente obtuvimos mediante
mutagénesis dirigida la variante V1 de ACOX2 identificada en el paciente de estudio
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(c.673C>T, p.R225W). Asimismo, se modifico el plasmido pWPI, de generacion de
vectores lentivirales, para introducir la etiqueta V5 en el extremo C-terminal de la
proteina que se deseaba expresar, y se subclon6 la ORF de ambas variantes en este
plasmido. La utilizacion de vectores lentivirales nos permitio expresar establemente en
lineas celulares las proteinas ACOX2-V5 silvestre y la variante V1, asi como seguir su
expresion con un anticuerpo anti-V5. Tras producir lentivirus-ACOX2, asi como
lentivirus vacios utilizados como control (Mock), se transdujeron células HepG2 y

HuH-7 y se analizo la expresion del transgén (Figuras R15 y R16, respectivamente).
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Figura R15: Expresién de ACOX2 a nivel de ARNm (A) y de proteina (B) en células HepG2 no
transducidas y transducidas con lentivirus vacios (Mock) o que contenian la ORF de las variantes silvestre
(WT) o R225W (V1) de ACOX2, determinada por RT-gPCR (A) y Western blot (B) con un anticuerpo
anti-V5. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga de proteina. Los valores representan la
media+SD de ocho determinaciones realizadas en cuatro cultivos. *p<0,05, comparado con las células
HepG2 sin transducir mediante el test de comparaciones maltiples de Bonferroni.
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En ambas lineas celulares, la transduccion con los lentivirus portadores de la ORF de las
dos variantes de ACOX2 aumentd significativamente la expresion de ACOX2, incluso
por encima de los niveles observados en higado humano sano. Asimismo, la
inmunodeteccion con un anticuerpo anti-V5 permitio observar la expresion de la
proteina ACOX2 en los homogenados de las células transducidas, observando que
ambas variantes codificaban una proteina del mismo tamafio molecular (Figuras R15 y
R16). La adquisicion y puesta a punto de un anticuerpo anti-ACOX2 permitio ademas
observar la sobreexpresion de la proteina ACOX2 en las células HuH-7 transducidas
con las variantes silvestre y V1 de ACOX2 en comparacion con las células Mock

(Figura R16).
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Figura R16: Expresién de ACOX2 a nivel de ARNm (A) y de proteina (B) en células HuH-7 no
transducidas y transducidas con lentivirus vacios (Mock) o que contenian la ORF de las variantes silvestre
(WT) 0 R225W (V1) de ACOX2, determinada por RT-gPCR (A) y Western blot (B) con anticuerpos anti-
ACOX2 y anti-V5. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga de proteina. Los valores
representan la mediat+SD de dos determinaciones realizadas en un cultivo.

Ademas, mediante inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-V5, se estudio la

distribucion subcelular de las variantes silvestre y V1 de ACOX2 (Figura R17) en las
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células HepG2 con sobreexpresion de ambas proteinas. Asi, se pudo observar que
ambas variantes presentaban un patron de distribucion subcelular punteado, similar al
que cabria esperar para los peroxisomas. Ademas, para confirmar que la localizacion
subcelular de la variante V1 (Figuras R17-A y B) era la misma que la de la proteina
silvestre, se realiz6 una inmunofluorescencia de las células HepG2 con sobreexpresion
de ACOX2 V1, combinando los anticuerpos anti-V5 y anti-PMP70 (ABCD3), utilizado
como marcador de la membrana del peroxisoma. La colocalizacion de ambas proteinas
(Figura R17-C) confirmd que la mutacion observada en el paciente no afectaba al

direccionamiento de la proteina al peroxisoma.

Figura R17: Iméagenes representativas de inmunofluorescencia obtenidas por microscopia confocal de
células HepG2 con sobreexpresién de las variantes silvestre (A) y R225W (V1) de ACOX2 (B y C), en
las que la localizacion de ACOX2 se detectd con un anticuerpo anti-etiqueta V5 (verde). Los nucleos se
marcaron con DAPI (azul). (C) Localizacién de ACOX2 (verde) junto con el marcador de peroxisomas
PMP70 (rojo). Las flechas sefialan zonas representativas donde colocalizan ACOX2 y PMP70 (amarillo).

Finalmente, se estudio la sintesis de CA a partir de THCA en las células HepG2 y HuH-
7 que sobreexpresaban las variantes silvestre y V1 de ACOX2 (Figura R18). En ambas
lineas celulares se observd que, mientras que la sobreexpresion de ACOX2 silvestre
aumentaba significativamente la sintesis de CA respecto a las células control (Mock), la
expresion de la variante V1 producia una sintesis de CA significativamente inferior a la

observada en las células portadoras de la variante silvestre, demostrando que la

108



mutacion ¢.673C>T da como resultado una proteina ACOX2 hipofuncional y, por lo
tanto, conlleva una menor capacidad de las células portadoras de transformar los
intermediarios de sintesis C27 en ABs primarios C24.
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Figura R18: Sintesis de &cido cdlico (CA) por células HepG2 (A) y HuH-7 (B) Control (Mock) o con
sobreexpresion de las variantes silvestre (WT) o R225W (V1) de ACOX2, incubadas durante 48 h con
acido trihidroxicolestanoico (THCA) a una concentracion de 10 pM (HepG2) o0 5 pM (HuH-7). La
concentracion de CA en el medio de cultivo y lisado celular se determin6 por HPLC-MS/MS. Los valores
representan la mediatSD de seis (A) y nueve (B) determinaciones usando tres cultivos diferentes.
*p<0,05, comparado con el Control; y 1p<0,05, comparado con ACOX2-WT por el método de
comparaciones maltiples de Bonferroni.

4.2.4. Seleccion clonal de células HuH-7 con sobreexpresion de las variantes
silvestre y V1 de ACOX2

Para mejorar nuestro modelo experimental y evitar la posible dilucion de las células
transducidas por el resto de células presentes en la poblacion policlonal, llevamos a
cabo una seleccion clonal. Aunque tanto la linea celular HepG2 como la HuH-7 habian
demostrado ser modelos in vitro adecuados para la evaluacion de la funcionalidad de la
variante de ACOX2 V1 (R225W), las células HepG2 presentan ciertas dificultades en
su manipulacion, como su baja tolerancia al cultivo en baja confluencia y un tiempo

medio de generacion considerablemente superior al de las HuH-7. Por ello, elegimos la
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linea celular HuH-7 para obtener poblaciones monoclonales que sobreexpresasen las
variantes silvestre y V1 de ACOX2.

En la seleccion clonal de células HuH-7 con sobreexpresion de la variante silvestre de
ACOX2 (Figura R19) se sigui6é un procedimiento en dos pasos para tratar de favorecer
el éxito en el proceso de obtencion de clones: en primer lugar, se enriquecio la
poblacion en células transducidas mediante cell sorting y, posteriormente, se
seleccionaron poblaciones derivadas de una unica célula mediante dilucién limite. Esta

estrategia supuso, sin embargo, una elevada pérdida de viabilidad de las células.
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Figura R19: (A) Fluorescencia de la proteina fluorescente verde EGFP de diferentes clones de células
HuH-7 aislados a partir de células transducidas con lentivirus que contenian la ORF de ACOX2 y EGFP.
Los valores representan la fluorescencia media expresada en unidades arbitrarias (UAF) determinada por
citometria de flujo. Expresion de ACOX2 a nivel de ARNm, determinada por RT-gPCR (B), y de
proteina, determinada por Western blot (C), en células HuH-7 Control (Mock); transducidas con
lentivirus-ACOX2, antes y después de ser enriquecidas en células que expresaban EGFP por Cell Sorting;
y los clones seleccionados. La expresién de GAPDH se utilizé como control de carga de proteina.
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El sistema de cell sorting permite separar mediante citometria de flujo una poblacion
celular concreta dentro de una mezcla. En nuestro caso, a partir de una poblacion
policlonal, en la que habia células que habian incorporado el transgén y células que no
se habian transducido, seleccionamos aquellas células que presentaban elevada
fluorescencia verde debida a la expresion de EGFP y que, presumiblemente, también
contenian la ORF de la variante silvestre de ACOX2. Como se observa en la Figura
R19-B y C, la expresion de ACOX2 en las células seleccionadas por cell sorting fue
mayor que en la poblacién policlonal inicial. Sin embargo, es esperable que esta
poblacién no sea homogénea ya que la integracion del transgén puede darse en
cualquier loci del genoma celular, lo que también va a determinar los niveles de
expresion del transgén. Por ello, para conseguir una poblacién homogénea monoclonal a
partir de esta poblacion policlonal enriquecida, llevamos a cabo una siembra en
condiciones de dilucion limite. Siguiendo el crecimiento de estas células obtuvimos un
total de 9 poblaciones monoclonales, de las cuales 3 presentaban niveles altos de
intensidad de fluorescencia verde debida a la expresion de EGFP (Figura R19-A) y, por
tanto, podrian haber integrado el transgén en una region poco condensada del genoma,
lo que facilitaria su expresion. Estas poblaciones monoclonales también presentaron
unos niveles altos de ARNm de ACOX2 (Figura R19-B) asi como de la proteina
ACOX2 (Figura R19-C).

Para comprobar que este aumento de expresion se acompafiaba de mayor actividad
metabolica, se seleccionaron los tres clones con mayor expresion (7, 8 y 9) y un clon
que habia demostrado tener un bajo nivel de transduccién (baja intensidad de
fluorescencia verde EGFP) y bajos niveles de expresion de ACOX2 (clon 4) como
control negativo, y se determind la sintesis de CA tras 48 h en cultivo en presencia de
THCA (Figura R20). Ademas, la capacidad de sintetizar CA de los clones se comparé
con las células control (Mock), asi como con la poblacion policlonal con sobreexpresion
de la variante silvestre de ACOX2. Las poblaciones monoclonales con altos niveles de
expresion de ACOX2 (clones 7, 8 y 9) presentaron una elevada capacidad de sintesis de
CA que fue significativamente superior a las de las células control, a diferencia de la
poblacién policlonal y el clon 4 con bajo nivel de expresion, que presentaba una

capacidad de sintesis de CA mucho menor.
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Figura R20: Sintesis de acido colico (CA) por células HuH-7 Control (Mock), una poblacién policlonal
de células HuH-7 transducidas con lentivirus-ACOX2 y diferentes clones seleccionados. Las células se
incubaron durante 48 h en presencia de 5 uM de &cido trihidroxicolestanoico (THCA). La concentracién
de CA en el medio de cultivo y lisado celular se determiné por HPLC-MS/MS. Los valores representan la
mediatSD de cuatro determinaciones usando dos cultivos diferentes. *p<0,05, comparado el Control por
el método de comparaciones multiples de Bonferroni.

De igual manera, se llevo a cabo la seleccion clonal a partir de células HuH-7 con
sobreexpresion de la variante V1 de ACOX2. En este caso, se realizd directamente la
siembra por dilucion limite a partir de la poblacion policlonal transducida con esta
variante, lo que nos permitio obtener cuatro clones. De ellos, s6lo dos presentaban una
intensidad de fluorescencia verde similar (clon 3) o superior (clon 4) a la de la
poblacién policlonal (Figura R21-A). Debido a la fragilidad de estas células, en esta
ocasion no se llevo a cabo el paso previo de seleccidn por cell sorting para evitar la
pérdida de viabilidad celular. No obstante, sélo una de estas poblaciones monoclonales
(clon 4) proliferd y demostrd una expresion superior de ACOX2 en comparacion con la
poblacién policlonal (Figura R21-B).

La capacidad de sintesis de CA a partir de THCA se evalué en las poblaciones
monoclonales con sobreexpresion de las variantes silvestre (clon 9) y V1 (clon 4), en
comparacion con las lineas celulares policlonales transducidas con cada una de estas
variantes (Figura R22-A). Ademas, los niveles de expresion de la proteina ACOX2 se
determinaron en estas poblaciones mediante WB, utilizando para ello el anticuerpo anti-
V5 (Figura R22-B). Como puede observarse, los clones 9 y 4 presentaron una expresion
de ACOX2 comparable y muy superior a sus respectivas poblaciones policlonales. Sin

embargo, solo en el clon 9 se observd un aumento significativo de la sintesis de CA
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tanto en comparaciéon con las células Control (Mock) como en comparacion con la
poblacion policlonal con sobreexpresion de la variante silvestre de ACOX2. En cuanto
al clon 4, la sobreexpresion de la variante V1 de ACOX2 se acompafio de una reduccion
de la capacidad de sintesis de CA en comparacion con las células Control, confirmando
el hallazgo de que esta mutacién genera un déficit funcional en la enzima ACOX2.
Ademaés, observamos que el clon 4 mostraba una menor capacidad de sintesis de CA
que la poblacion policlonal con sobreexpresion de la variante V1 de ACOX2,
posiblemente porque el nivel de expresion del transgén ACOX2-V1 que se alcanzo en
este clon fue tal que desplazaba la enzima ACOX2 silvestre endogena, o que sugeria
que la proteina mutada acumulada en exceso podria reducir la actividad enzimatica

global.
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Figura R21: (A) Fluorescencia de la proteina fluorescente verde EGFP de células HuH-7 transducidas
con lentivirus que contenian la ORF de la variante V1 de ACOX2 y de EGFP y diferentes clones
seleccionados. Los valores representan la fluorescencia media expresada en unidades arbitrarias (UAF)
determinada por citometria de flujo. (B) Expresién de ACOX2 en células HuH-7 sin transducir (Control),
HuH-7-ACOX2 V1 policlonales y los clones seleccionados. Los niveles de ARNm se determinaron por
RT-qPCR y se expresan como porcentaje de la expresién en higado sano. Los valores representan la
media de dos determinaciones.
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Figura R22: (A) Sintesis de acido célico (CA) por células HuH-7 Control (Mock), poblaciones
policlonales de células HuH-7 transducidas con lentivirus que contenian la ORF de las variantes silvestre
(WT) o V1 de ACOX2 y diferentes clones seleccionados. Las células se incubaron durante 48 h con 5 uM
de &cido trihidroxicolestanoico (THCA). La concentracion de CA en el medio de cultivo y lisado celular
se determind por HPLC-MS/MS. Los valores representan la media+SD de cuatro determinaciones usando
dos cultivos diferentes. *p<0,05, comparado con el Control, y Tp<0,05, comparado con ACOX2-WT
policlonal por el método de comparaciones multiples de Bonferroni. (B) Expresién de ACOX2 en las
diferentes poblaciones policlonales y monoclonales de células HuH-7 determinada por Western blot con
un anticuerpo anti-V5. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga de proteina.

Finalmente, la obtencion de estas poblaciones monoclonales permitio realizar un
analisis cuantitativo de colocalizacion de las variantes silvestre y V1 de ACOX2. Para
ello, se compar6 el marcaje de ACOX2 (anticuerpo anti-ACOX2, verde) con el de la
enzima peroxisomal catalasa (rojo) en células HuH-7 monoclonales con sobreexpresién
de ACOX2 silvestre (clon 9) 0 ACOX2 V1 (clon 4) y en células HuUH-7 no transducidas
(Figura R23), mediante el plugin JACoP del software ImageJ (Bolte et al., 2006;

Schneider et al., 2012). En todos los tipos celulares los métodos de analisis basados en
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el solapamiento de objetos, como el test Costes Randomization (p-valor = 100%),
fueron capaces de detectar la colocalizacion de ambas enzimas, mientras que solo en las
poblaciones monoclonales la intensidad de fluorescencia derivada de ambas proteinas
fue suficientemente semejante como para poder calcular la correlacion entre ambos
parametros mediante el coeficiente de Pearson que fue r=0,184 para las HuH-7, r=0,431

para el clon 9 WT y r=0,316 para el clon 4 V1.

HuH-7 Clon 9WT Clon 4 V1

C

Figura R23: Iméagenes representativas de inmunofluorescencia obtenidas por microscopia confocal de
células HuH-7 no transducidas (A, D, G) y con sobreexpresion de la variante silvestre de ACOX2, clon 9
(B, E, H), o de la variante V1, clon 4 (C, F, 1), donde se muestra la localizacion subcelular de la enzima
peroxisomal catalasa (rojo, A, B y C), de ACOX2 (verde, D, E y F) y su colocalizacion (merged)
(amarillo, G, H, I). Los nlcleos se marcaron con DAPI (azul).
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A partir de estos estudios pudimos concluir que la mutacion R225W en ACOX2 genera
una alteracion de su capacidad enzimatica, a pesar de que no provocd cambios en el
tamafio de la proteina ni en su localizacion subcelular como muestran los resultados
obtenidos en nuestros modelos experimentales in vitro. Hay que recordar que la
mutacion puede afectar a la regidn necesaria para la dimerizacién, lo que explicaria el
déficit funcional, y que el exceso de la variante mutada pueda interferir en la formacién
de dimeros de la ACOX2 enddgena, quizd generandose heterodimeros WT/V1 con
menor actividad y/o mayor probabilidad de ser degradados por el proteosoma, lo que
justificaria la reduccién de la sintesis de CA en nuestros modelos celulares con

sobreexpresion de ACOX2-V1 respecto a las células Control.

Por otro lado, durante la realizacion de esta Tesis Doctoral se han descrito dos nuevos
casos de deficiencia de ACOX2. En ambos, los pacientes mostraron una deficiencia
total de la proteina ACOX2 vy fallecieron durante la infancia, presentando un cuadro
clinico de una severidad muy superior al del paciente objeto del estudio de esta Tesis
Doctoral. EI primer caso se tratd de un paciente de origen turco, fallecido a los 8 afios
de edad, portador de una mutacion sin sentido en homocigosis en ACOX2 (p.Y69%), lo
que daba lugar a la ausencia total la proteina funcional (Vilarinho et al., 2016). La
sintomatologia incluia, ademas de un fenotipo de hepatopatia, con elevacion de
transaminasas, un fenotipo neurol6gico similar al descrito en otras enfermedades
peroxisomales, que incluia ataxia y deterioro cognitivo (Vilarinho et al., 2016). En el
segundo caso, la paciente, de padres consanguineos y de origen pakistani, padecia de
artrogriposis, hipertension pulmonar y convulsiones y fallecio a los seis meses de edad
tras sufrir varios episodios de paro cardiaco. Ademas presentaba un fenotipo tipico de
lesion hepatica caracterizado por hipertransaminasemia, hiperbilirrubinemia e
hipoalbuminemia (Ferdinandusse et al., 2018). A pesar de que el cuadro clinico hacia
sospechar de mas de un trastorno genético, los autores de este estudio identificaron una
deleccidn de cuatro nucle6tidos en homocigosis que resultaba en la generacion de una
proteina  ACOX2 truncada (p.T154Sfs*25), no detectable por estudios de WB
(Ferdinandusse et al., 2018). Sorprendentemente, el analisis del perfil de ABs en fluidos
biolégicos de ambos pacientes demostrd la acumulacion de intermediarios C27 pero no
una reduccion significativa de ABs primarios C24, a pesar de demostrarse una
deficiencia total de la enzima ACOX2. Asi, en el estudio llevado a cabo por

Ferdinandusse et al. se evalud la especificidad de sustrato de las distintas acil-CoA
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oxidasas ACOX1, ACOX2 y ACOX3 para contrastar la hipotesis de que otra acil-CoA
oxidasa pueda compensar la deficiencia de ACOX2. Sin embargo, sus resultados
demostraron que ACOX2 es la unica acil-CoA oxidasa capaz de metabolizar tanto
acidos grasos de cadena corta, larga y/o ramificada como intermediarios de la sintesis de
ABs, mientras que las acil-CoA oxidasas ACOX1l y ACOX3 metabolizan
especificamente distintos tipos de &cidos grasos. Solamente cabe hipotetizar que la ruta
de 25-hidroxilacion (apartado 1.2.1), la Unica descrita que podria resultar en la sintesis
de ABs primarios C24 sin necesidad de acortamiento por B-oxidacién, es capaz de
compensar parcialmente la deficiencia de ACOX2, dando lugar a la sintesis de ABs
primarios C24 a pesar de la acumulacion de intermediarios C27. No obstante, en los
individuos con deficiencia parcial objeto de este estudio parece que esta compensacion
no se produce, ya que se observé una deficiencia clara de ABs C24. Todos estos
hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de reconsiderar los paradigmas establecidos

en cuanto al metabolismo y regulacién de la sintesis de ABs.

44. MECANISMOS DE  TOXICIDAD IMPLICADOS EN LA
FISIOPATOLOGIA DE APD

4.4.1. Toxicidad del THCA en lineas celulares con sobreexpresion de las variantes
silvestre y V1 (R225W) de ACOX2

En este estudio, quisimos evaluar si la presencia de la mutaciéon R225W de ACOX2
inducia un aumento de la sensibilidad de las células portadoras al THCA. Para ello,
utilizamos como modelo las células HepG2 policlonales (Figura R34) y HuH-7
monoclonales (Figura R35) con sobreexpresion de las variantes silvestre y V1 de
ACOX2. Evaluamos la viabilidad celular en un rango de concentraciones crecientes de
THCA vy, en el caso de las HepG2, la capacidad del THCA de inducir estrés oxidativo
en comparacion con CA 'y DCA (Figura R34-A y B). En el caso de los clones obtenidos
a partir de células HuH-7 no se pudieron realizar los ensayos de estrés oxidativo debido

a los altos niveles de fluorescencia enddgena de la proteina EGFP.

117

uoIsnasiq

Py
D
%)
c
—~
Q
Q
]
»
<




>
%)
)
o
@©
=
=
(%]
Q
o

Discusion

500 - A

O mock
@ _ 400 1 O ACOX2 WT
&8 B Acox2 V1
2 & 300 -
0 O
ST
S S 200 A
s& 3
o
ST . m
0 J
Control THCA CA DCA
80 - B
| O Mock
60 A ACOX2 WT
8~ W AcOox2 V1
X o |
3 E
59
S
s &
£
0 A : : : .
0 5 10 15 20 25
Concentracién de THCA (uM)
140 4 C
~ 120 4
e +
S 100
(&) 1
T 80 1
©
X 1
< 60
ke]
(]
2 40
=
s
s 20
0 : : : :

0 20 40 60 80 100
Concentracion de THCA (uM)

Figura R34: Efecto del &cido trihidroxicolestanoico (THCA) sobre la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) tras un tiempo corto (30 min, A) o largo (72 h, B) de incubacién y sobre la viabilidad (C)
de células HepG2 con sobreexpresion de ACOX2 silvestre (ACOX2 WT), la variante R225W de ACOX2
(ACOX2 V1) o transducidas con lentivirus Control (Mock). El aumento de la fluorescencia celular se
determiné por citometria de flujo tras incubar las células con diclorodihidrofluoresceina diacetato (A) o
CellROX (B). Los acidos coélico (CA) y desoxicélico (DCA) se incluyeron como controles negativo y
positivo, respectivamente. La viabilidad celular se determind tras 72 h por el test MTT-formazéan. Los
valores representan la mediaxSD de al menos 9 determinaciones realizadas en tres cultivos diferentes. *,
p<0,05, en comparacion con el Control (Mock); T, p<0,05, en comparacion con la variante V1, mediante
el test de comparaciones maltiples de Bonferroni.

En ambas lineas celulares se observé que la sobreexpresion de la variante silvestre de

ACOX2 era capaz de proteger del efecto citotoxico del THCA respecto a las células
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control (Mock). Sin embargo, el THCA provocé una reduccion de la viabilidad celular

semejante en las células control y con sobreexpresion de ACOX2 V1.

En cuanto a la induccién de estrés oxidativo, evaluamos la produccion de ROS en las
tres sublineas de HepG2 (Mock, ACOX2 WT y ACOX2 V1) incubadas con THCA en
comparacion con el CA'y el DCA a tiempos cortos, ya que a tiempos mas largos pueden
inducirse mecanismos enziméticos antioxidantes, sobre todo en casos de estrés
oxidativo moderado como el inducido por los ABs. Observamos que la sobreexpresion
de ACOX2, en cualquiera de sus variantes, no producia ningin cambio en la produccion
de ROS inducida por el tratamiento con DCA en comparacion con el control (Mock).
Sin embargo, las células ACOX2 WT presentaron niveles de ROS significativamente
inferiores a los observados en las células control y ACOX2 V1 tras el tratamiento con el
THCA.

Finalmente, dado que el THCA tuvo un efecto negativo sobre la viabilidad celular en las
células HepG2 Mock y ACOX2 V1, decidimos evaluar la generacion de ROS en
condiciones equivalentes, tras 72 h de exposicion, en un rango inferior de
concentraciones de THCA (Figura R34-B). Los resultados mostraron un aumento de los
niveles de ROS en las células ACOX2 WT que era dependiente de la concentracion de
THCA, pero significativamente inferior al observado en las células Mock y ACOX2
V1, en los que el estrés oxidativo aumentaba de forma rapida, a concentraciones muy
bajas de THCA.

Estos resultados demuestran que la expresion de la variante V1 de ACOX2 causa una
mayor sensibilidad a la toxicidad inducida por el THCA en comparacion con la
expresion de una variante funcional de ACOX2. Dado que la ausencia de metabolismo
de este intermediario y su acumulacion conlleva un aumento de estrés oxidativo y de
ERS en las células hepéticas incluso superior al inducido por otros ABs hidrofdbicos,
podemos concluir que los intermediarios C27 y los metabolitos que se originan a partir
de ellos son los principales compuestos hepatotoxicos que actian como mediadores de
la lesion hepatica en APD, como ocurre en otras enfermedades peroxisomales (Wanders
etal., 2012).
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Figura R35: Efecto del &cido trihidroxicolestanoico (THCA) sobre la viabilidad celular determinada tras
72 h por el test MTT-formazan en células HuH-7 con sobreexpresion de ACOX2 silvestre clon 9
(ACOX2 WT), la variante R225W de ACOX2, clon 4, (ACOX2 V1) o transducidas con lentivirus
Control (Mock). Los valores representan la mediaxtSD de 12 determinaciones realizadas en cuatro
cultivos diferentes. *, p<0,05, en comparacion con células Mock mediante el método de comparaciones
multiples de Bonferroni.
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CONCLUSION PRIMERA:

La deficiencia parcial de ACOX2 (APD) es una enfermedad peroxisomal caracterizada
por la acumulacion de intermediarios de la sintesis de acidos biliares C27 y la reduccion
de acidos biliares primarios C24, lo que provoca la elevacion persistente de las
transaminasas séricas posiblemente asociada al tratamiento con antiinflamatorios no
esteroideos. En contraposicion, la deficiencia total de ACOX2 resulta en un cuadro
clinico més severo, en el que los pacientes no sobreviven a la infancia, a pesar de que

presentan acidos biliares primarios C24.

CONCLUSION SEGUNDA:

En los pacientes identificados con APD, una mutacion de un solo nucleétido en el gen
ACOX2 conduce a la sustitucion del aminoacido p.Arg225Trp, lo que genera una
alteracion en la actividad de la enzima, sin afectar al tamafio molecular ni a la
localizacion subcelular de la misma. Basandonos en la posicion del aminoacido
afectado, esta mutacion probablemente modifique la interaccion con el cofactor (FAD)

y/o la dimerizacion de la proteina.

CONCLUSION TERCERA:

La presencia de otras variantes genéticas en ACOX2 descritas en la poblacion puede
resultar en patologias similares a APD no diagnosticadas. Nuestros estudios
preliminares indican que las mutaciones p.Arg614Cys, p.Glu406GIn, p.Arg264Gly,
p.11e238Thr, p.Arg574Cys y p.Gly284Cys en ACOX2 tienen una repercusion funcional,
por lo que es necesario llevar a cabo estudios genéticos que incluyan el gen ACOX2 en
individuos que presenten hipertransaminasemia de causa no filiada y otras
enfermedades hepéticas de origen desconocido para determinar la epidemiologia y

gravedad de esta patologia.

CONCLUSION CUARTA:

En los pacientes con APD, la ausencia de metabolismo de los intermediarios C27 de la
sintesis de los acidos biliares y su acumulacién provoca la induccion de estrés oxidativo
y de reticulo endoplasmico en células hepaticas, superando la hepatotoxicidad de otros
acidos biliares hidrofobicos como los acidos quenodesoxicdlico y desoxicolico. Asi, el
acido trihidroxicolestanoico (THCA) y sus derivados es el principal compuestos

hepatotdxicos que actian como mediadores de la lesion hepatica en APD. Asimismo, el
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diclofenaco es capaz de interactuar con los mecanismos de hepatotoxicidad inducidos
por el THCA, por lo que las mutaciones en ACOX2 podrian actuar como factores
predisponentes al dafio hepatico inducido por farmacos (DILI) y otras enfermedades

hepaticas.

CONCLUSION QUINTA:

FXR, el principal receptor nuclear implicado en la regulacion fisiologica de la enzima
limitante de la sintesis de acidos biliares, CYP7A1, no parece influir en la expresion de
ACOX2. Sin embargo, las citoquinas tienen un efecto importante en la expresion y
actividad de esta enzima. Asi, el estudio preliminar desarrollado en esta Tesis Doctoral
sugiere una disminucién de la expresion de ACOX2 en pacientes con hepatopatias de
tipo inflamatorio, aunque se necesitan mas estudios para dilucidar el papel de ACOX2

en estas enfermedades.

CONCLUSION SEXTA:

La edicidon del gen Acox2 de raton mediante tecnologia CRISPR/Cas9 ha permitido
desarrollar un modelo de APD in vivo. Este modelo se asemeja al fenotipo humano, con
una acumulacién significativa de acidos biliares C27 en el tejido hepético y la bilis, a
priori sin la presencia de dafio hepatico ni otra sintomatologia. Ademas, los portadores
de la mutacion en homocigosis presentaron una ausencia casi total de proteina Acox2 en
el tejido hepatico y, a pesar de ello, una cantidad normal de &cidos biliares primarios
C24, como en el caso de los pacientes con deficiencia total de ACOX2. Este modelo
constituye una poderosa herramienta para el desarrollo de futuros estudios encaminados
a investigar la fisiopatologia de APD, el papel de ACOX2 en DILI y el desarrollo de

nuevas estrategias terapéuticas.
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AIMS

Bile acids (BAs) play a key role in the digestive and excretory functions of the liver.
Their active bile secretion is essential for the generation of bile flow by osmotic
filtration. In addition, BAs are important mediators involved in the regulation of energy,
sugar and lipids metabolism, but also in the inflammatory and regenerative processes of

the liver.

There is a great variety of pathologies associated with failures in BA metabolism. In
most cases, these are very severe and infrequent conditions that affect not only liver
tissue, but also cause neurological, renal and endocrine disorders due to the
accumulation of potentially toxic intermediary metabolites. The complex relationship
among the biosynthetic routes of BAs, fatty acids and steroid hormones, all molecules
derived from cholesterol, and the importance of all these molecules in the physiology,
are probably the cause of the great variety and symptomatic severity of this group of
diseases. Moreover, the detergent properties of BAs, a key characteristic for their fat
solubilizing function, constitutes an important risk for cellular damage when they
accumulate in tissues. This Doctoral Thesis was started to elucidate the etiopathogenesis
of a clinical case concerning an adolescent patient seen in the consultation by Dr. Jesus
Prieto Valtuille, a specialist in Internal Medicine and Hepatology at the University of
Navarra, who reported episodes of intrahepatic cholestasis of unknown cause in this
patient. The most important clinical sign was the elevation of serum transaminase
levels, maintained over time, after an episode of severe hepatotoxicity related to the
treatment with ibuprofen and diclofenac of an inflammatory process due to a traumatic
knee injury. After ruling out the most common pathologies associated with hepatic
damage, genetic analysis made it possible to identify in the patient's genome a mutation
(c.673C>T) in homozygosis in the coding region of the ACOX2 gene, which encodes
acyl-CoA oxidase 2 (ACOX2), a peroxisomal enzyme involved in the side chain
shortening during the de novo BAs synthesis.



The hypothesis of this project was that a functional alteration affecting ACOX2 can
cause a deficiency of primary BAs and the accumulation of hepatotoxic precursors, thus
compromising the detoxifying and regenerative capacities of the liver. This alteration
could be present in other cases of persistent hypertransaminasemia of non-filiated cause,
as well as constituting a predisposing factor to drug-induced liver injury (DILI) and
even increased risk of cirrhosis and, subsequently, hepatocellular carcinoma

development.

With this background, the global aim of this Doctoral Thesis was to identify the
molecular bases of this new genetic defect in the metabolism of BAs, to define the
transmission patterns, to study the concomitant factors that induce its development, to
characterize its pathophysiology and to evaluate its possible role in idiosyncratic DILI
(iDILI) and in other hepatic diseases of incompletely defined etiology, such as non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) or the hepatocellular carcinoma that rarely develops

on apparently healthy liver.
Accordingly, we initially defined the following partial aims:

Aim 1: To describe the clinical condition of the patient with ACOX2 partial deficiency
(APD), as well as to identify the genetic bases and to elaborate the family tree of the

alteration.

Aim 2: To develop an in vitro model of ACOX2 overexpression in liver cells for the

functional evaluation of ACOX2 variants.

Aim 3: To carry out an in silico study to screen for additional ACOX2 variants that

could lead to functional disorders, and to develop in vitro models.

Aim 4: To assess the etiological mechanisms of damage induced by nonsteroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs) in patients with APD.

Aim 5: To investigate the physiological and pathophysiological mechanisms involved

in the regulation of ACOX2 activity.

Aim 6: To develop, using CRISPR/Cas9 gene editing tools, a mouse model of the

disease that can mimic the phenotypic characteristics of APD identified in the patient.
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ACOX2 deficiency: An inborn error of bile acid synthesis identified
in an adolescent with persistent hypertransaminasemia
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Background & Aims: Acyl-CoA oxidase (ACOX2) is involved in
the shortening of C27 cholesterol derivatives to generate C24 bile
acids. Inborn errors affecting the rest of peroxisomal enzymes
involved in bile acid biosynthesis have been described. Here we
aimed at investigating the case of an adolescent boy with persis-
tent hypertransaminasemia of unknown origin and suspected
dysfunction in bile acid metabolism.

Methods: Serum and urine samples were taken from the patient,
his sister and parents and underwent HPLC-MS/MS and HPLC-
TOF analyses. Coding exons in genes of interest were amplified
by high-fidelity PCR and sequenced. Wild-type or mutated
(mutACOX2) variants were overexpressed in human hepatoblas-
toma HepG2 cells to determine ACOX2 enzymatic activity,
expression and subcellular location.

Results: The patient’s serum and urine showed negligible
amounts of C24 bile acids, but augmented levels of C27 interme-
diates, mainly tauroconjugated trihydroxycholestanoic acid
(THCA). Genetic analysis of enzymes potentially involved
revealed a homozygous missense mutation (c.673C>T; R225W)
in ACOX2. His only sister was also homozygous for this mutation
and exhibited similar alterations in bile acid profiles. Both
parents were heterozygous and presented normal C24 and C27
bile acid levels. Immunofluorescence studies showed similar
protein size and peroxisomal localization for both normal and
mutated variants. THCA biotransformation into cholic acid was
enhanced in cells overexpressing ACOX2, but not in those
overexpressing mutACOX2. Both cell types showed similar
sensitivity to oxidative stress caused by C24 bile acids. In
contrast, THCA-induced oxidative stress and cell death were
reduced by overexpressing ACOX2, but not mutACOX2.
Conclusion: ACOX2 deficiency, a condition characterized by
accumulation of toxic C27 bile acid intermediates, is a novel
cause of isolated persistent hypertransaminasemia.

Keywords: Bile acid metabolism; Cholestatic liver diseases; Drug-induced
hepatotoxicity; Genetic disorder.
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Lay summary: Elevation of serum transaminases is a biochemical
sign of liver damage due to multiplicity of causes (viruses, toxins,
autoimmunity, metabolic disorders). In rare cases the origin of
this alteration remains unknown. We have identified by the first
time in a young patient and his only sister a familiar genetic
defect of an enzyme called ACOX2, which participates in the
transformation of cholesterol into bile acids as a cause of
increased serum transaminases in the absence of any other
symptomatology. This treatable condition should be considered
in the diagnosis of those patients where the cause of elevated
transaminases remains obscure.

© 2016 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Bile acids play essential digestive functions and are critical sig-
naling molecules that modulate intermediate metabolism and
liver tissue homeostasis. They are synthetized by hepatocytes
from cholesterol [1,2] through two main pathways involving
enzymes located at the endoplasmic reticulum, cytosol, mito-
chondria and peroxisomes. These enzymes are responsible for
modifying the sterol nucleus of cholesterol and shortening its
side-chain [3,4]. Inborn errors of bile acid synthesis are rare auto-
somal recessive diseases accounting for 1-2% of cholestatic disor-
ders in children [5]. Although progressive cholestasis of infancy is
the most common clinical presentation, neonatal hepatitis or the
development of liver disease in later childhood can also occur [5].
However, certain cholestatic liver diseases in adults have also
been associated with an inherited defect on bile acid synthesis
[6].

Peroxisomes play a crucial role in bile acid synthesis [7]. In the
classic biosynthetic pathway, the C27-bile acid intermediates
30,70-dihydroxy-5B-cholestanoic acid (DHCA) and 3o, 7q,
12a-trihydroxy-5B-cholestanoic acid (THCA), precursors of €24
mature bile acids chenodeoxycholic acid (CDCA) and cholic acid
(CA), respectively, undergo B-oxidation of their side-chain in a
process mediated by four peroxisomal enzymes: alpha
methylacyl-CoA racemase (AMACR), ACOX2, D-bifunctional pro-
tein (DBP) and sterol carrier protein X (SCPx) (Fig. 1A). Finally,
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Fig. 1. Impaired bile acid synthesis due to ACOX2 deficiency. (A) Peroxisomal steps of bile acid synthesis. (B) HPLC-TOF mass spectrum of compound present in the
patient serum. The exact mass 556.3357 matches that of taurine conjugated trihydroxy-5p-cholestanoic acid (THCA). Inset: Representative chromatograms obtained by
HPLC-MS/MS in MRM mode showing double peaks of m/jz transition 556.3 to 80.2, corresponding to taurine-conjugated (25S)- and (25R)-THCA, and 540.3 to 80.2,
corresponding to taurine-conjugated (25S)- and (25R)-dihydroxy-5p-cholestanoic acid (DHCA) in serum and urine. Serum concentrations in healthy control volunteers
(n=5) and the affected family of C24 bile acids (in uM) (C) and C27 bile acids (in nM) (D). ACOX2, acyl-CoA oxidase 2; AMACR, alpha methylacyl-CoA racemase; BAAT, bile
acid CoA, amino acid N-acyltransferase; BACS, bile acid CoA synthetase; DBP, D-bifunctional protein; CYP27A1, sterol 27-hydroxylase; SCPx, sterol carrier protein X; VLCS,

very long chain acyl-CoA synthetase. (This figure appears in colour on the web.)

the newly formed bile acids are amidated with glycine or taurine
by bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase (BAAT) also
located in peroxisomes (Fig. 1A). Inborn errors affecting
peroxisomal enzymes accounting for bile acid synthesis are
usually characterized by serious hepatic and/or neurologic alter-
ations [8,9]. In the present paper we identified ACOX2 deficiency
as a novel cause of sustained elevation of serum transaminases
without any other accompanying symptomatology.

Materials and methods
Reagents and cell lines

Cholic acid (CA), CDCA, deoxycholic acid (DCA), lithocholic acid (LCA), ursodeoxy-
cholic acid (UDCA), as well as their tauroconjugate (TCA, TCDCA, TDCA, TLCA,
TUDCA) and glycoconjugate (GCA, GCDCA, GDCA, GLCA, GUDCA) forms, and tau-
rosulfolithocholic acid (TSLCA) were from Sigma-Aldrich (Madrid) and THCA, as a
mixture of (25R)- and (25S)-isomers, was from Instruchemie (Groningen, The
Netherlands). Cell lines HEK293T (human embryonic kidney) and HepG2 (human
hepatoblastoma) were obtained from the American Type Culture Collection -
ATCC- (Rockville, MD), tested to guarantee the absence of mycoplasma contami-
nation (Mycoplasma Gel Form Kit, Biotools B&M Labs, Madrid, Spain) and cul-
tured according to the supplier instructions.

Analytical methods

Serum and urine samples were collected after overnight fasting from the patient and
his parents and sister and from five healthy male volunteers of similar age. An adap-
tation [10] of a previously described method [11] for bile acid measurement by
HPLC-MS/MS was used in a 6410 Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). To investigate the presence of intermediate metabolites of bile acid syn-
thesis both Scan and Precursor Ion modes were used. In Scan mode, 300-800 m/z
ions were allowed to pass through MS1 and MS2 quadrupoles. In the Precursor
Ion mode, MS1 was set to scan a mass range of 300-800 m/z while MS2 was fixed
to scan ions 80.2 m/z, 74.0 m/z and 97.0 m/z for taurine-, glycine- and sulphate-
conjugated BAs, respectively [ 12]. For confirmation of structure, exact mass determi-
nation was performed in a liquid chromatography-quadrupole time-of-flight (LC/
TOF) apparatus (QSTAR XL, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Barcelona).

Genetic analysis

DNA was obtained from samples (two per individual) of oral epithelial cells col-
lected with sterile buccal swabs (Omni Swabs, Whatman, Sigma-Aldrich) by using
the DNeasy Blood & Tissue kit from Qiagen (Izasa, Madrid). The coding sequences
of DBP, SCPx and ACOX2 were amplified by high-fidelity PCR by using AccuPrime
Pfx DNA polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). The amplified frag-
ments containing both the exons and the exon-intron boundaries from at least
two reactions (three if changes appeared) of PCR per exon were purified by agar-
ose gel electrophoresis followed by extraction of DNA from the gel bands using
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the illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Barce-
lona). Then, the amplicons were sequenced in both directions using forward
and reverse primers (Supplementary Tables 1-3).

Stable expression of ACOX2 variants

The human ACOX2 open reading frame was amplified from total RNA isolated
from healthy liver using RNeasy spin columns from GE Healthcare, followed by
reverse transcription (SuperScript VILO ¢cDNA Synthesis kit, Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) and by high-fidelity PCR using specific primers (Forward: GCC
ACC ATG GGC AGC CCA GTG CA; Reverse: TAG CTT GGA TCT CCA ACT TTG TAA
AAG TGG T). The sequence of the wild-type ACOX2 ¢cDNA was confirmed by
sequencing and cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega, Madrid), which
was used to generate a pGEM-T vector containing the c.673C>T (R225W) ACOX2
variant by site-directed mutagenesis [13]. Both cDNA variants were cloned into
the Pacl site of the pWPI lentiviral vector, which had previously been modified
by site-directed mutagenesis to include the C-terminal V5-tag. Recombinant len-
tiviruses were produced in host HEK293T cells as previously described [14]. The
cells were transfected using a standard polyethylenimine (PEI) protocol with the
transfer vectors pWPI-ACOX2-V5, encoding both the desired ACOX2-V5 variant
and EGFP or simply pWPI-V5 to generate Mock vectors, and the packaging plas-
mids psPAX2 and pMD2.G. Viral titer was determined by infection of HEK293T
cells with serial dilutions of the viral suspension, and analysis of EGFP-positive
cells was carried out with a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, Madrid).
Lentiviral vectors were added to HepG2 target cells at a multiplicity of infection
(MOI) of 10 infectious particles per cell in the presence of polybrene, and the
infected cells were incubated for 4 days prior to analyses.

Determination of ACOX2 expression in cell lines

cDNA synthesized from total RNA was used as a template to determine ACOX2
expression by real-time quantitative PCR (QPCR) by using gene-specific primers
spanning exon-exon junctions in the target mRNA (Forward: GAC AGA GTT
GGG ACA TGG GAC ATA TCT T; Reverse: GCG TGG GGC TGT GTA TCA CAA A)
and AmpliTaq Gold DNA polymerase in a 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). The thermal cycling conditions were as fol-
lows: single cycles at 50 °C for 2 min and at 95 °C for 10 min, followed by 40
cycles at 95 °C for 15 s and at 60 °C for 60 s. Detection of amplification products
was carried out using SYBR Green I. The mRNA abundance of ACOX2 in each sam-
ple was normalized on the basis of its GAPDH content.

Immunofluorescence and immunoblotting

Immunostaining of V5-tagged ACOX2 and mutACOX2 was carried out in cells
fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and permeabilized with 0.01% Triton
X-100 for 10 min. Preparations were incubated for 1 h with mouse monoclonal
primary antibody against V5 conjugated to DyLight 650 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) diluted 1:65. To co-localize ACOX2 or mutACOX2 with a
peroxisome marker, immunostaining was carried out, in cells fixed and
permeabilized with ice-cold methanol, by using the V5 DyLight 650-conjugated
antibody together with a primary antibody against PMP70 (1:250) (Abcam,
Cambridge, UK) and Alexa Fluor-594 anti-mouse secondary antibody (1:1000)
(Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific). Nuclei were counter-stained with
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Confocal laser scanning microscopy was
performed using a Leica TCS SP2 confocal microscope. Immunoblotting analyses
of boiled cell lysates were carried out with a primary monoclonal antibody
against V5 (1:4000) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

Functional in vitro studies

ACOX2 activity was assessed by studying the conversion of THCA into CA in
HepG2 cells expressing wild-type ACOX2 or its R225W variant (mutACOX2).
These cells were seeded in 3 cm diameter plates at ~60% confluence and incu-
bated with culture medium (MEM supplemented with sodium pyruvate and
10% fetal calf serum) containing 10 pM THCA for 48 h. Then, culture medium
was collected and cells were lysed by incubation with water at 4 °C for 4 h,
scrapped and sonicated. Both media and cell lysates were pooled together before
bile acids were extracted with Sep-Pak Plus C18 cartridges (Waters, Barcelona).
Biotransformation of THCA into CA was analysed by HPLC-MS/MS. Protein con-
tent was determined as previously described [15].

The production of reactive oxygen species (ROS) was analysed after exposure
of cells to THCA for 72 h. CelIROX® Orange Reagent (Molecular Probes) was added
to cells cultured in 96-well plates at a concentration of 5 uM and incubated for
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30 min at 37 °C. Then cells were trypsinized and fluorescence was measured by
flow cytometry. Cell viability — determined by the MTT test by using thiazolyl
blue tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich) — was studied after incubating HepG2
cells with increasing concentrations of THCA for 72 h. To compare the ability of
THCA to induce oxidative stress with that of two major C24 bile acids with strong
(DCA) and mild (CA) pro-oxidant activity, the cells were incubated in suspension
with serum-free culture medium containing 2 uM 2’, 7'-dichlorofluorescein
diacetate (Sigma-Aldrich) at 37 °C for 15 min and then exposed to 250 uM bile
acids for 30 min before measuring ROS production by flow cytometry. Previous
experiments were carried out to set up the optimal 2’, 7'-dichlorofluorescein
diacetate concentration and incubation time needed to obtain steady-state cell
fluorescence (data not shown).

Statistical methods and tertiary structure prediction

Data are presented as means (SD). The Bonferroni method of multiple-range
testing was used to calculate the statistical significance of differences among
groups. The position in ACOX2 protein tertiary structure of the active site, defined
as this region of the protein that includes the residues interacting with FAD, the
catalytic residues and their surrounding residues, was deduced from the crystal
structure of rat acyl-CoA oxydase-Il or ACO-Il [16]. Sequences of human
ACOX2 (NP_003491) and rat ACO-II (2DDH_A) were aligned using protein blast
(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and the conserved amino acids were
depicted in the structure of ACOX2 as predicted by the Phyre2 software [17].

Ethics

The research protocol conformed ethical guidelines of the 1975 Declaration of
Helsinki, and it was reviewed and approved by the Human Ethical Committee
of the Clinica Universidad de Navarra (Spain). Informed consent was obtained
from the patient and family.

Results
Case report

We present the case of a 16 year old male who was first seen in
2009 because of unexplained hypertransaminasemia (2-5-fold
upper normal limit, without any other symptoms) persisting for
2 years following a transient episode of acute ibuprofen/
diclofenac-induced hepatitis. Hypertransaminasemia was moder-
ate but showed occasional fluctuations with rises coinciding with
the ingestion of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
and D-penicillamine (Supplementary Table 4). Known causes of
persisting hypertransaminasemia were excluded. Abdominal
ultrasound demonstrated normal liver size and morphology and
normal echogenicity. The gallbladder and the biliary tree were
normal and cholelithiasis was excluded. A liver biopsy, performed
in 2010, showed normal histology (Supplementary Fig. 1A) with
only signs of mild intracellular cholestasis (Supplementary
Fig. 1B). In 2012, serum transaminases reverted to normal coin-
ciding with cholestyramine administration (Supplementary
Table 4), which prompted analysis of bile acid profile.

Bile acid profile

Serum (Table 1) and urinary (Table 2) levels of C24 bile acid spe-
cies were markedly lower in the patient than in five healthy con-
trols. The most abundant C24 bile acid in the patient’s serum was
GCDCA followed by GCA and TCDCA. Other major bile acids, such
as DCA, TCA, CA and CDCA were also present, whereas the
remaining species were below detection limit (<1 nM) (Table 1).
In the patient’s urine TSLCA accounted for 70% of total bile acids,
which also included GCA, TCA, CA, GCDCA, TCDCA and DCA
(Table 2). The ratio of amidated to non-amidated bile acids was
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Table 1. Bile acid species in serum.

Control Patient Sister Father Mother
(n=5)
Total C24 bile acids (uM) 4.68 (0.61) 0.06 (0.01) 0.28 2.57 7.84
Tauroconjugated (uM) 0.67 (0.08) 0.01 (0.01) 0.04 0.10 0.34
Glycoconjugated (M) 2.37 (0.59) 0.04 (0.01) 0.11 0.90 3.53
Non-amidated (M) 1.65 (0.33) 0.01 (0.01) 0.13 1.56 3.97
C24 Bile acid species (nM)
Glycocholic 478 (111) 9(3) 23 117 589
Glycochenodeoxycholic 1049 (278) 24 (1) 30 399 1867
Glycodeoxycholic 672 (199) <1 42 215 877
Glycolithocholic 40 (19) <1 <1 4 61
Glycoursodeoxycholic 127 (40) <1 17 110 134
Taurocholic 136 (9) 3 (1) 3 13 49
Taurochenodeoxycholic 203 (53) 8 (4) 8 38 147
Taurodeoxycholic 129 (34) <1 7 23 68
Taurolithocholic 2 (1) <1 <1 1 7
Tauroursodeoxycholic 23 (9) <1 <1 3 2
Taurosulfolithocholic 96 (15) <1 18 23 70
Cholic 242 (157) 2(1) 19 586 1969
Chenodeoxycholic 604 (246) 1(1) 9 161 709
Deoxycholic 529 (151) 6 (3) 76 691 1166
Lithocholic 145 (100) <1 24 117 112
Ursodeoxycholic 42 (14) <1 <1 9 16
Total C27 bile acids (nM) 3(2) 52 (6) 100 6 14
Tauro-trihydroxycholestanoic 3(2) 32 (6) 56 6 14
Tauro-dihydroxycholestanoic <1 9 (1) 33 <1 <1
Trihydroxycholestanoic <1 11 (2) 11 <1 <1

Patient values are mean (SD) from measurements carried out by duplicate in two samples collected over a 6 month interval. Control samples were collected from healthy
male subjects of comparable age. Result of serum concentrations of the sister, father and mother was calculated from two samples analysed in duplicate.

Table 2. Bile acid species in urine. higher in the patient than in controls (serum: 5.7 vs. 1.8; urine:

Control Patient 11.5 vs. 0.5).
(n=5) HPLC-MS/MS analyses of patient’s serum and urine combining
Total €24 bile acids (uM) 1.18 (0.13) 0.07 (0.02) Scan and Precursor lon modes revealed that: i) in Scan mode a
Tauroconjugated (M) 028 (0.11) 0.06 (0.02) double peak of 556.3m/z (8.9-9.3 min retention time) was
il cocomugated il Ll (0P (L) detected in serum and urine of the patient but not in controls;
Non-amidated (pM) 0.76 (0.18) 0.01 (0.01) sy s .
C24 Bile acid species (nM) ii) in Precu._lrsor lon mode, both pegks produced 1on_ 80.2 rp/z
Glycocholic 71(8) 6(2) corresponding to sulfonate functlona.l group (SO3), which
Glycochenodeoxycholic 33 (8) 2(1) suggested that the compounQS accounting for thgse twg peaks
Glycodeoxycholic 23 (4) <1 were (25R)- and (255)-stereoisomers of the taurine conjugated
Glycolithocholic < <1 of trihydroxycholestanoic acid (tauro-THCA) (556.3 m/z).
Glycoursodeoxycholic 15 (5) <1 HPLC-TOF revealed a peak with exact mass of 556.3357, matching
Taurocholic 15 (4) 6(5) the mass (556.331349) of the [M-H] ! ion of tauro-THCA (Fig. 1B).
Taurochenodeoxycholic 6(2) 1(1) Additional using multiple reaction monitoring (MRM) mode,
Taurodeoxycholic 2(1) <1 searching for the predicted m/z transitions 556.3 to 80.2 for
Taurolithocholic <1 <1 tauro-THCA, 540.3 to 80.2 for tauro-dihydroxycholestanoic acid
Tauroursodeoxycholic <1 Sl (tauro-DHCA), 449.6 to 449.6 for THCA and 433.6 to 433.6 for
Taurosulfolithocholic 247 (115) 52 (15) DHCA, showed double peaks in the patient’s serum and urine
Cholic . 572 (149) 3 seemingly corresponding to the stereoisomers of tauro-THCA
” Chemdsoifycmhc 28 (9) <1 (8.9-9.3 min retention time), tauro-DHCA (10.7-11.2 min reten-
5 D.eoxyc ole 105(17) 1(1) tion time) and unconjugated THCA (13.5-13.7 min retention
E Lithocholic ) 2(1) <1 time).
E Ursodeoxycholic <1 <1
g, Total C27 bile acids (nM) <1 6(2)
<& Tauro-trihydroxycholestanoic <1 2 (1) Genetic studies
- ©
5_% Tauro-dihydroxycholestanoic <1 1(1)
4 2 Trihydroxycholestanoic <1 4(1) The observed low levels of C24 bile acids together with the accu-
% Patient values are means (SD) from measurements carried out by duplicate in two mulation of C27 bile acid intermediate THCA and to a much lesger
E samples collected over a 6 month interval. Control samples were collected from extent of DHCA (Tables 1 and 2) led us to sequence the coding
) healthy male subjects of comparable age. exonic and proximal intronic regions of ACOX2, DBP and SCP-X

for their potential involvement in the blockade of CA biosynthesis
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at this level (Fig. 1A). Defects of other peroxisomal enzymes
seemed unlikely as (25S)-isomers and amidated bile acids were
detected, which excluded AMACR and BAAT deficiencies, respec-
tively. The analysis of variants present in the three sequenced
genes (Supplementary Table 5) revealed only a critical genetic
alteration in ACOX2. This was a homozygous mutation
(c.673C>T) in exon 6 (Fig. 2B), leading to arginine substitution
by tryptophan at position 225 (R225W) (Fig. 2C). This SNP
(rs150832314) has been reported by the NCBI SNP database to
have a global minor allele frequency (MAF) of 0.04% with
unknown phenotypic consequences.

Family studies

Both parents, born in two neighbouring valleys in northern Spain,
were found to be heterozygous for R225W ACOX2, whereas the
patient’s only sister (3 years younger) was also homozygous with
the same mutation (Fig. 2D). Serum bile acid profile was compa-
rable in the parents and controls, while it was similar in both
siblings. Thus, as observed in our patient, his sister exhibited
markedly low concentrations of major C24 bile acids (Fig. 1C)
and abnormally elevated levels of C27 bile acids (Fig. 1D). In
the proband and his sister the proportion of THCA species with
respect to total bile acids was 47.4 and 26.6% respectively, while

A Location: 3p14.3  ACOX2 mRNA

1 25 68 9 10 1 12 13 1“4 15
Il I
I I Il 1] |
B Exonic regions
U i
Wild-type| TG CCAATCCGGAGTCTT ﬂmnslated
SNP[TGCCAATCTGGAGTCTT
c.673C>T Homozygosis
R225W
A I
f i |
f \ \(
Father  Mother

Patient Sister

Genealogical tree

Predicted
catalytic region

Fig. 2. Genetic bases of ACOX2 deficiency. (A) ACOX2 gene structure showing
translated and untranslated exonic regions. (B) Electropherogram showing the
homozygous missense mutation ¢.673C>T found. (C) Predicted tertiary structure
of human ACOX2 showing the proximity of the replaced amino acid (R225W) as
result of the mutation to the active site, i.e., the region of the protein that includes
the residues interacting with FAD, the catalytic residues and their surrounding
residues. (D) Genealogical tree of the affected family.
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it was below 0.3% in both parents and controls. Interestingly, for
the last 4 years of follow-up the sister showed normal serum
transaminase levels, except for a ~2-fold rise above upper normal
limit administration of NSAIDs during a flu-like episode (Supple-
mentary Table 6). She also showed, similarly to her brother, a
mild subclinical elevation of serum bilirubin (Supplementary
Tables 4 and 6).

Functional evaluation of mutACOX2

Recombinant lentiviruses containing the wild-type cDNA of
ACOX2 or its R225W variant (mutACOX2) were generated and
employed to transduce human hepatoblastoma HepG2 cells, a
cell line competent for bile acid synthesis [18,19]. The cells
expressed similar amounts of wild-type and mutated ACOX2
mRNA (Fig. 3A) and protein (Fig. 3B) that were of similar
molecular size as assessed by Western blot (Fig. 3B). Immunoflu-
orescence studies showed that both forms of the enzyme equally
localized at the peroxisome (Fig. 3C-E).

HPLC-MS/MS was used to evaluate bile acid biosynthesis by
the transduced cells under basal conditions and upon incubation
with THCA for 48 h. In the absence of any exogenous bile acid,
control (Mock) HepG2 cells synthesized mainly CA, a process that
was markedly increased (3-fold) in cells overexpressing ACOX2,
while it was decreased in those transduced with mutACOX2
(Fig. 4A). These differences became more marked when THCA
was added as a substrate. Under these conditions, CA synthesis

A 400 3 HepG2 B
[ Mock

I ACOX2 _\9,
EI mutACOX2  * O

300

200 * ACOX2 W jomw Saas

ACOX2 mRNA
(% of human liver)

100 GAPDH p| == R———

Western blot

PMP70_ ~
mutACOX2

MUACOX2

Fig. 3. Protein expression of mutated ACOX2 gene. (A) ACOX2 mRNA abundance
in HepG2 cells before and after transduction with lentiviral vectors (MOI 10)
either empty (Mock) or containing the open reading frame of wild-type ACOX2 or
the mutated variant (mutACOX2). The amount of mRNA was determined by RT-
QPCR and expressed as percentage of that found in human liver. Values are
expressed as means (SD) from 4 independent experiments performed in
triplicate. *p <0.05 compared with HepG2 cells by the Bonferroni method of
multiple-range testing. (B) Representative Western blot of lysates from HepG2
cells transduced with lentiviruses containing V5-tagged ACOX2, mutACOX2 or
only the V5 tag (Mock). Confocal fluorescence microscopy of HepG2 cells
expressing V5-tagged ACOX2 (C) or mutACOX2 (D and E). Peroxisomes were
labeled with an antibody against the 70 kDa peroxisomal membrane protein
PMP70 (E).
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Fig. 4. In vitro evaluation of functional consequences of ACOX2 deficiency.
Cholic acid (CA) synthesis by HepG2 cells incubated without (A) or with (B)
10 uM THCA for 48 h. Effect of THCA on reactive oxygen species (ROS) production
(C, D) and cell viability (E). Control cultures were incubated in the absence of bile
acids. Results are means (SD) from at least 9 determinations using three different
cultures. *p <0.05 compared with Mock; p <0.05 on comparing mutACOX2 with
ACOX2 by the Bonferroni method of multiple-range testing. DCA, deoxycholic
acid.

did not increase in mutACOX2 transduced cells while it was
enhanced in Mock cells and even more in cells overexpressing
ACOX2 (Fig. 4B).

Incubation of HepG2 cells with THCA for 72 h caused oxida-
tive stress and cell death in a dose-dependent manner (Fig 4C-
E). These two effects were efficiently prevented by transduction
of HepG2 cells with ACOX2 but not with mutACOX2. In contrast
to THCA, the effect of C24 bile acids DCA or CA was similar in cells
overexpressing either ACOX2 or mutACOX2 (Fig. 4C).

Discussion

Although most inborn errors of bile acid biosynthesis result in
pediatric diseases [5], here we have identified a deficiency of
ACOX2, a peroxisomal enzyme involved in the shortening of
cholesterol side chain, in an adolescent boy with persistent mild
elevation of serum transaminases. In this patient hypertransam-
inasemia evolved for 5 years following an episode of severe liver
damage upon exposure to NSAIDs. The patient was found to be
homozygous for a missense mutation in ACOX2 gene resulting in

R225W substitution. The same mutation was found in homozygos-
ity in his only sister and in heterozygosity in both parents.

Whereas peroxisomal acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1) is involved
in oxidizing CoA esters of straight chain fatty acids and prosta-
glandins, ACOX2 oxidizes CoA esters of 2-methyl-branched fatty
acids as well as those of the bile acid intermediates DHCA and
THCA [20]. In addition, a gene encoding pristanoyl-CoA oxidase
(ACOX3) has been identified in human genome [21]. Consistent
with the role of ACOX2 in the shortening of the cholesterol
side-chain, both the proband and his sister showed a marked
decrease of mature C24 bile acids in association with an accumu-
lation of C27 intermediates THCA and DHCA and their taurine
conjugates. While C27 bile acids are abundant and play a major
physiological role in reptiles and early evolving birds, they are
efficiently removed by transformation into C24 bile acids in
humans [22].

Human ACOX2 is a 76 kDa flavoprotein expressed in the liver
but also in extrahepatic tissues, such as heart, kidney, skeletal
muscle and pancreas [23]. Among the orthologs and paralogs in
rat [24] of human ACOX2, only rat acyl-CoA oxidase-II or ACO-II
crystal structure has been resolved and it has been shown that
the enzyme works as a homodimer that contains one molecule
of a noncovalently-bound FAD per subunit as the prosthetic
group. The dimer formation is essential for FAD binding [16].
Based on the alignment of human ACOX2 and rat ACO-II amino
acid sequences and the predicted three-dimensional structure
of human ACOX2 (Fig. 2C) it could be hypothesized that the resi-
due affected by the R225W substitution is located in a highly con-
served B-domain in the proximity of the predicted FAD
recognition site and the predicted catalytic region [16] (Fig. 2C).
Indeed, although R225W does not modify ACOX2 molecular size
and the subcellular targeting to the peroxisomes, it does interfere
with its catalytic activity, resulting in impaired CA production
from THCA in cells expressing the mutated ACOX2 and
presumably accounting for the altered bile acid profile in
homozygous individuals. We found that the endogenous ability
of HepG2 cells to biotransform THCA into CA was reduced by
overexpressing mutACOX2. These findings could be due either
to the displacement of the endogenous enzyme by the overex-
pressed mutated one in the peroxisomes, or, it might reflect a
dominant negative effect of mutACOX2. However, although the
latter cannot be ruled out, the fact that bile acid profile was not
altered in heterozygous individuals argues against mutACOX2
acting in a dominant negative way on normal ACOX2 in vivo.

The biotransformation rate of THCA by cell homogenates con-
taining required supplements (ATP, MgCl,, CoA, FAD*, NAD", KCN
and DTT) was too low to carry out accurate enzymatic activity
analysis of ACOX2, mutACOX2 and the combination of both. Fur-
ther investigations using specific substrates and purified protein
variants are required to elucidate the effect of R225W mutation
in ACOX2 dimerization and enzymatic activity.

The two siblings with ACOX2 deficiency reported in the pre-
sent study share some characteristics with patients suffering
from Zellweger syndrome, who lack functional peroxisomes,
and patients with a defect of the peroxisomal enzymes AMACR,
DBP or SCPx, in the fact that they have reduced levels of C24
mature bile acids together with increased levels of C27 bile acid
intermediates DHCA and THCA [25]. These compounds and the
metabolites originated from them are believed to be the main
hepatotoxic compounds mediating liver injury in different perox-
isomal disorders [7]. Supporting this notion, it has been shown
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that conjugated and unconjugated C27-bile acids impaired mito-
chondrial respiratory function and boosted ROS production caus-
ing cell death in rat hepatoma cells [26]. Similarly, in the present
study, we have observed that THCA induced in HepG2 cells a
dose-related increase of ROS production with concomitant reduc-
tion of cell viability and that this effect could be efficiently pre-
vented by overexpressing wild-type ACOX2 but not mutACOX2.
Consistent with this observation we found that while wild-type
ACOX2 accelerated CA production from THCA, the R225W variant
failed to enhance CA generation in cells incubated with THCA. By
contrast, neither ACOX2 nor mutACOX2 modified the cell toxicity
mediated by C24 bile acids.

The case of ACOX2 deficiency described here differs pheno-
typically from other previously reported inborn errors affecting
peroxisomal enzymes involved in bile acid biosynthesis. AMACR
deficiency can have two very different phenotypic manifesta-
tions, either as early onset liver failure with cholestasis and
fat-soluble vitamin deficiency [27] or as late onset neuropathy
with encephalopathy, epilepsy, thalamic lesions, tremor, catar-
act, andj/or pigmentary retinopathy, but no liver failure [8].
DBP deficiency results not only in impaired bile acid metabo-
lism but also fatty acid p-oxidation and almost all patients dis-
play a severe phenotype dying early in life [28]. On the
contrary, in the single patient with SCPx deficiency that has
been described so far no apparent liver abnormalities were
observed [29]. In our ACOX2 deficient patient the only clinical
manifestation was a mild to moderate elevation in serum levels
of transaminases, with no significant histological changes at the
time of the study.

Likely the cause of hypertransaminasemia relates to the accu-
mulation of C27 bile acids as resin cholestyramine reverted liver
biochemistry to normal. Intriguingly in both the proband and his
sister hypertransaminasemia peaked upon exposure to drugs,
such as NSAIDs and D-penicillamine in the proband, and anti-
flu medication in the case of the proband’s sister. Whether
ACOX2 deficiency may predispose to drug-induced liver injury
or whether other xenobiotics may trigger THCA-induced hepato-
cellular damage is an issue deserving to be explored. It should be
also noted that the proband’s sister exhibited normal serum
transaminases during most of the follow-up (4 years), a fact that
might reflect sex-related sensitivity to toxic C27 bile acids or dif-
ferences in the exposure to other hepatotoxicants.

It is somehow surprising that ACOX2 deficiency might coexist
with normal transaminasemia (as in the case of the proband’s sis-
ter), while THCA causes in vitro significant oxidative stress in
ACOX2-deficient cultured cells. However, it should be considered
that THCA was present at a constant concentration in the culture
medium of cells expressing mutACOX2, whereas the intrahepatic
levels of this compound in ACOX2 deficient subjects might be
substantially lower if THCA is readily secreted into bile. It seems,
thus, possible that, in these patients, hepatocellular damage
might be triggered by exposure to compounds that compromise
THCA biliary output. On the other hand, differences in the inten-
sity of liver damage in patients with homozygous ACOX2 muta-
tion might also reflect inter-individual variability of the
compensatory anti-oxidant defense response. In addition,
although our results demonstrated reduced ACOX2 function in
individuals homozygous for R225W mutation, the existence of
a residual activity cannot be ruled out.

Regarding treatment perspectives, it should be noted that
despite the benefit afforded by resin cholestyramine, bile acid
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replacement therapy, such as CDCA + UDCA combined adminis-
tration, appears to be the best option for ACOX2 deficient patients
as it would enrich the bile acid pool with C24 species while
inhibiting endogenous bile acid synthesis hence reducing THCA
generation.

After the presentation of our case at the International Liver
Congress™ — EASL (April 2016; Barcelona, Spain) and its publica-
tion in abstract form [30], in the period between the provisional
and definitive acceptance of this paper, a second case of ACOX2
deficiency has been reported [31]. The affected individual was a
Turkish boy of 8 years of age with a homozygous nonsense muta-
tion (Y69*) in ACOX2 causing early stop codon leading to com-
plete absence of the protein. The patient presented a mixed
phenotype with mild to moderate hypertransaminasemia accom-
panied by ataxia and cognitive impairment similar to those
already described for other peroxisomal disorders [8,9]. By con-
trast, our cases of ACOX2 deficiency due to homozygous missense
mutation (R225W) showed a pure “liver phenotype” indicating
that ACOX2 deficiency should be sought in cases of unexplained
persistent hypertransaminasemia even in the absence of neuro-
logical symptoms. Whether the discrepancy in the severity of
symptoms between the patients here reported and the Turkish
child was due to complete lack of ACOX2 protein in the latter
vs. residual ACOX2 activity in the more benign phenotype is a
matter to be settled once more cases of ACOX2 deficiency are
identified.

In summary, our study has revealed ACOX2 deficiency as a
novel cause of persistent elevation of serum transaminases in
otherwise asymptomatic patients. This entity should be
considered in the diagnostic workout of patients with
hypertransaminasemia of unknown origin.
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CONCLUSIONS

First conclusion:

ACOX2 partial deficiency (APD) is a peroxisomal disease characterized by the
accumulation of C27 bile acid intermediates and the reduction of primary C24 bile
acids, causing a persistent elevation of serum transaminases associated with treatment
with non-steroidal anti-inflammatory drugs. In contrast, total ACOX2 deficiency results
in more severe phenotype, in which patients do not survive childhood, despite the
activation of compensatory mechanisms that allow the synthesis of primary C24 bile

acids.

Second conclusion:

In the identified patients with APD, a single nucleotide mutation in ACOX2 gene
leading to the amino acid substitution p.Arg225Trp generates an alteration in the
structure and activity of the enzyme, without affecting the molecular size and
subcellular location of the protein. Based on the position of the affected amino acid, we
hypothesized that the mutation probably changes the interaction with the cofactor

(FAD) and/or the dimerization of the protein.

Third conclusion:

The presence of additional genetic variants in ACOX2 described in the population by
massive sequencing approaches, suggest the possibility of the existence of other
undiagnosed pathologies similar to APD. Thus, the preliminary functional studies
carried out in vitro indicate that mutations p.Arg614Cys, p.Glu406GIn, p.Arg264Gly,
p.11e238Thr, p.Arg574Cys and p.Gly284Cys have a functional impact on ACOX2
activity. Genetic analyses of individuals suffering from hypertransaminasemia of
unknown cause may permit to determine the epidemiology and severity of APD

subtypes.

Fourth conclusion:

The absence in APD patients of biotransformation activity on C27 bile acids and its
accumulation causes in liver cells both oxidative stress and endoplasmic reticulum
stress, overcoming the hepatotoxicity of other hydrophobic bile acids such as
chenodeoxycholic and deoxycholic acids. Thus, trihydeoxycolestanoic acid (THCA)

and the metabolites originated from it are the main hepatotoxic compounds acting as



mediators of liver injury in APD. Moreover, diclofenac is able to interact with
hepatotoxicity mechanisms induced by THCA. Accordingly, ACOX2 mutations may act
as predisposing factors for idiosyncratic drug-induced liver injury (iDILI) and other

hepatic diseases.

Fifth conclusion:

FXR, the main nuclear receptor involved in the physiological regulation of CYP7AL,
the rate-limiting enzyme in bile acids synthesis, does not appear to influence the
expression of ACOX2. In contrast, cytokines have an important effect on the expression
and overall activity of this enzyme. Our results revealed a decrease in the expression of
ACOX2 in patients with inflammatory-related hepatopathies. To elucidate whether
ACOX2 plays a role in the pathophysiology of these diseases requires further

investigations.

Sixth conclusion:

Using CRISPR/Cas9 technology, the Acox2 gene was edited in mouse embryos to
mimic the mutation found in our patient and hence develop an in vivo model of APD.
These animals share some of the traits of the APD human phenotype, such as the
accumulation of C27 bile acids in liver tissue and bile, which occurs in the absence of
any symptoms of liver damage. In spite of almost total absence of Acox2 protein in
liver tissue, an abundant amount of primary C24 bile acids was presence in homozygous
carriers of the mutation, as has also been reported in patients with total ACOX2
deficiency. This model constitutes a useful tool to carry out future studies aimed at
investigating the pathophysiology of APD, the role of ACOX2 in iDILI, and the

development of new therapeutic strategies.



