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Fibrosis hepatica: acumulacion excesiva de componentes de la matriz
extracelular (CME) ante un dano crénico

Principales
causas

Infecciones viricas

Consumo de alcohol

Esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)
Higado graso no alcohélico (NAFL)
Enfermedades autoinmunes

Trastornos créonicos colestaticos

F2% 0.9-2% de la poblacién general

Hepatocarcinoma
Fallo hepatico
Muerte



2. ANTECEDENTES. EL PAPEL DE GATA4 EN LAS HSGCs
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El factor de transcripcion GATA4 es crucial para mantener la quiescencia de las Células Hepaticas
Estrelladas (HSCs) y prevenir la fibrosis




2. ANTECEDENTES. LA FUNCION DE HIF2a EN LA FIBROSIS

HIF2a: factor de transcripcion inducible por hipoxia implicado en la
activacion de las HSCs codificado por EPAS| en humanos.

Se han identificado sitios (A/T)GATA(A/G) conservados en EPASI|
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GATA4 participa en la reversion de la fibrosis hepatica induciendo un estado
quiescente en las HSCS, para lo que reprime transcripcionalmente HIF2a.

Objetivo 1. Estudiar la funcion de GATA4 en la reversion de la fibrosis hepatica
n vivo.

Objetivo 2. Estudiar el papel de GATA4 en la regulacion de EPAS7 como
mecanismo de inactivacidon de las HSCs.

Objetivo 3. Obtener una linea celular hepatica con utilidad para el screening
de farmacos con efecto en la expresion de GATA4 en las HSCs.
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4. OBJETIVO 2 - GATA4 EN LA REGULACION DE EPASI
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5. OBJETIVO 3 - DESARROLLO DE UNA LINEA CELULAR
PARA EL SCREENING DE FARMACOS
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La expresion de GATA4 se reactiva en las HSCs con la regresion de la
fibrosis

GATA4 reprime transcripcionalmente la expresién de HIF2a

Inducir la expresion de GATA4 en las HSCs podria ser una estrategia
efectiva para reducir la fibrosis hepatica

La linea celular LX2 con el transgén hG2-TK-eGFP podria agilizar la
busqueda de farmacos para revertir la fibrosis hepatica
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Diapositiva 1 — Presentacién

El presente Trabajo de Fin de Master se esta realizando en el grupo de la Dra. Anabel Rojas,
de Organogénesis y enfermedades del pancreas y del higado, dentro del Centro Andaluz
de Biologia Molecular & Regenerativa (CABIMER). En este grupo estudiamos los
mecanismos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario del higado y el pancreas,
asi como los procesos de regeneracion que ocurren en estos tejidos en adultos. Con esta
perspectiva, podemos entender mejor como afectan las enfermedades a estos 6rganos y
hallar nuevas estrategias terapéuticas.

Diapositiva 2 — Introduccién

La fibrosis hepéatica es un estado patologico en el que se produce una respuesta exacerbada
de cicatrizacion ante un dafo hepético crénico (Hernandez-Gea and Friedman, 201 1). Este
dafio puede ser de diversa naturaleza, incluyendo infecciones viricas, el consumo abusivo
de alcohol, enfermedades como la esteatohepatitis no alcohélica (NASH) o el higado graso
no alcohdlico (NAFL), enfermedades autoinmunes o trastornos crénicos colestaticos
(Bataller and Brenner, 2005). Si la fibrosis no es tratada y el dafio crénico no remite, puede
producirse cirrosis, llegando a degenerar en hepatocarcinoma, fallo hepatico y, en
ocasiones, la muerte (Aydin and Akcali, 2018). Dado que actualmente se estima que la
fibrosis avanzada de higado afecta a entre un 0.9 y un 2% de la poblaciéon general (Harris
et al, 2017), existe un gran interés en encontrar estrategias para tratar e, idealmente,
revertir la fibrosis.

Diapositiva 3 — Antecedentes. El papel de GATA4 en las HSCs

En este contexto son clave las células hepéticas estrelladas (HSCs, por sus siglas en inglés).
Estas células, que se encuentran en los espacios perisinusoidales de los lobulillos hepaticos,
se mantienen quiescentes en condiciones normales. Sin embargo, ante un estimulo
provocado por un dafio hepatico cambian a un fenotipo miofibroblastico, convirtiéndose en
una importante fuente de componentes de la matriz extracelular (ECM) (Higashi, Friedman
and Hoshida, 2017). En estudios previos, nuestro grupo ha demostrado que la expresiéon
del factor de transcripcion GATA4 en las HSCs es crucial para el mantenimiento de la
quiescencia y, por tanto, para la prevencion de la fibrosis (Delgado et a/, 2014). Por ello,
desvelar la ruta molecular por la que GATA4 efectiia su funcion puede ser de gran utilidad
para comprender mejor la fibrosis y encontrar estrategias para revertirla.

Diapositiva 4 — Antecedentes. La funcion de HIF2a en la fibrosis

Un punto clave de esta ruta molecular podria ser el factor de transcripcién inducible por
hipoxia HIF2a, codificado por el gen EPAS7 en humanos. Previamente, nuestro grupo
identifico mediante tecnologia microarray y qPCR que la sobreexpresion de GATA4 en la
linea celular hepéatica LX2 resulta en unos niveles de expresion menores de HIF2a (datos




no publicados). Esta relacion también se estudi6 /n vivo mediante un modelo de ratén, con
lo que se confirmé que HIF2a es un activador de las HSCs y favorece la fibrosis. El factor
de transcripcion GATA4 recibe este nombre porque contiene una regién dedo de zinc que
reconoce la secuencia consenso (A/T)GATA(A/G) en el promotor o regién reguladora de
aquellos genes que regula. Mediante andlisis bioinformatico se han podido identificar sitios
GATA conservados entre distintas especies, lo que sugiere que GATA4 podria reprimir
transcripcionalmente la expresion de HIF2a a través de estos sitios.

Diapositiva 5 — Hipétesis y objetivos
Con estos antecedentes, se establecié la siguiente hipotesis:

“GATA4 participa en la reversion de la fibrosis hepatica induciendo un estado quiescente
en las HSCS, para lo que reprime transcripcionalmente HIF2a.”

Partiendo de dicha hipétesis, se fijaron los siguientes objetivos:

1. Estudiar cudl es la funcion de GATA4 durante la reversion de la fibrosis tras un dafo
hepatico controlado /n vivo.

2. Estudiar la posible regulacion de EPAS1 como mecanismo de inactivacién de las
HSCs por parte de GATA4.

3. Obtener una linea celular hepatica con utilidad para el cribado de farmacos con
actividad inductora en la expresién de GATA4 en las HSCs.

Diapositiva 6 — Objetivo 1. GATA4 en la reversion de la fibrosis hepatica
in vivo

Para poder evaluar la funcion de GATA4 durante la reversion de la fibrosis se realizé un
ensayo de trazado de linaje. Se utilizé6 para ello un modelo de ratéon G2Cre;yfp/yfp en el
que las HSCs estan marcadas con GFP. Los ratones recibieron durante un mes 8 inyecciones
intraperitoneales con tetracloruro de carbono (CCL4), una molécula inductora de fibrosis
hepatica. Después se extrajeron los higados de los animales en tres tiempos: antes del
tratamiento, 1 dia tras la ultima inyeccion y 1 mes tras la ultima inyeccion. Los resultados
obtenidos confirmaron nuestra hipotesis de partida (Figura 1). Antes de recibir el
tratamiento se observa que la mayor parte de las HSCs, que estan marcadas con GFP,
coexpresan GATA4, lo que indica un estado normal del higado. Como cabia esperar, un dia
después del tratamiento la expresion de GATA4 disminuye drasticamente, y la mayor parte
de las HSCs quedan marcadas Unicamente con GFP. En cambio, tras un mes desde el fin del
tratamiento, cuando la fibrosis se ha revertido mayoritariamente, observamos la
recuperacion de la expresion de GATA4, alcanzandose unos niveles similares a los
observables a tiempo O. En todas las muestras se mantiene un porcentaje reducido de HSCs
(~9%) con expresion de GATA4, pero no de GFP, probablemente debidas a que la eficiencia
del marcaje con el sistema Cre-LoxP no es total. Sin embargo, hay que destacar que los
datos de ratones sacrificados 1 dia después de la ultima inyeccibn muestran una barra de
error demasiado elevada, probablemente debida a errores experimentales durante el
ensayo de inmunofluorescencia en una de las muestras. Actualmente, se estan evaluando
nuevos cortes histoloégicos para obtener resultados mas robustos.

Diapositiva 7 — Objetivo 2. GATA4 en la regulacion de EPAS1

Con el objetivo de analizar la regulacion de EPAS1 por parte de GATA4 se cloné un
fragmento enhancer de EPAS1 en el que se encontraron sitios GATA putativos en el vector
comercial pGL3-basic (Promega). Este plasmido es un reporter de luciferasa, de tal modo



que la expresién de HIF2a es acompafiada de la expresion de luciferasa de luciérnaga, una
enzima que produce luminescencia en presencia de su sustrato. Se cotransfectaron células
de la linea 293T con: el plasmido pGL3-HIF2a; con un plasmido con luciferasa de Renilla
como control de la transcripcion; y con, bien un plasmido de sobreexpresion de GATA4, o
el mismo plasmido vacio. Después, se utilizé el kit comercial Dual-Luciferase ® Reporter
Assay System (Promega) para medir los niveles de luciferasa. Con este ensayo observamos
que en presencia del plasmido con GATA4, los niveles de luciferasa de luciérnaga,
indicativos de la expresion de HIF2q, se reducian significativamente (Figura 2). Esto parece
indicar que GATA4 reprime la expresién de HIF2a a través de su unién a sitios GATA.

Diapositiva 8 — Desarrollo de una linea celular para el cribado de
farmacos

Actualmente estamos trabajando también en el desarrollo de una linea celular humana
transgénica que nos permita realizar cribados de farmacos inductores de la expresion de
GATA4 en las HSCs. Para ello, se ha seleccionado la regién enhancer G2 de GATA4,
previamente identificada como responsable de la expresién de GATA4 en las HSCs (Rojas
et al, 2005; Cafete et al, 2017) y se esta clonando en el vector viral pBabe-puro (Addgene)
junto con el promotor minimo TK y la secuencia eGFP. Este vector, utilizado en conjunto
con otros vectores comerciales para el empaquetamiento de lentivirus, se transfectara en
una linea celular de empaquetamiento adecuada, como las células 293T para obtener
particulas viricas con el fragmento de interés hG2-TK-eGFP. Méas adelante, estos virus se
usaran para introducir el transgén en la linea celular hepatica LX2, logrando una expresion
estable a largo plazo. El objetivo final es que incorporando farmacos candidatos que
puedan inducir la expresion de GATA4 a través del enhancer G2, las células emitiran
fluorescencia, con lo que se podrian hacer cribados masivos de farmacos.

Diapositiva 9 — Conclusiones

Mediante el ensayo de trazado de linaje, hemos comprobado que la expresion de GATA4
se reactiva en las HSCs una vez que se produce la regresién de la fibrosis. Esto parece
indicar que GATA4 no solo participa en el mantenimiento de la quiescencia en estas células,
sino que juega un papel relevante en las rutas moleculares implicadas en la regeneracién
una vez que desaparece la fuente de dafio hepatico. Ademas, nuestros resultados apuntan
a que esta accion se debe, al menos en parte, a que GATA4 actia sobre los sitios GATA de
HIF2a y lo reprime transcripcionalmente. En la actualidad, este ensayo se ha llevado a cabo
en la linea celular 293T, aunque se esta poniendo a punto un protocolo para realizar el
ensayo en la linea LX2, especifica de higado.

Nuestros datos apoyan la idea de que inducir la expresion de GATA4 en las HSCs podria
ser una estrategia efectiva para reducir la fibrosis hepatica. Por este motivo, la obtencion
de la linea transgénica de células LX2 en la que estamos trabajando seria un logro muy
prometedor, ya que permitiria agilizar enormente el cribado de farmacos que activen el
enhancer G2, responsable de la expresion de GATA4 en las HSCs. Con esto se lograria una
aproximacioén traslacional, en la que se podrian aprovechar los conocimientos generados
en este proyecto para una aplicacién clinica, acercandonos un paso mas al objetivo final,
revertir la fibrosis hepatica en pacientes enfermos.
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