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Resumen

Introduccién: La enfermedad del higado graso no alcohdlico cursa, en sus fases iniciales, con
hipertrigliceridemia y acimulo de lipidos en el higado (esteatosis hepatica). El acido bempe-
doico es un inhibidor de la ATP:citrato liasa que promueve una inhibicion dual de la sintesis
de colesterol y acidos grasos. Sin embargo, no se ha investigado su efecto en la preven-
cion/tratamiento de la esteatosis hepatica y la hipertrigliceridemia. El objetivo de nuestro
trabajo ha sido elucidar si el acido bempedoico, mediante un mecanismo diferente/alternativo
a la inhibicion de la ATP:citrato liasa, revierte estas alteraciones metabdlicas.

Diserio experimental: El estudio se realizé con un modelo animal de rata Sprague-Dawley hem-
bra alimentada, durante 3 meses, con una dieta rica en grasa saturada suplementada con
fructosa al 10% (p/v) en el agua de bebida. Se administrd, durante el Gltimo mes, acido bem-
pedoico (30mg/kg/dia) a un grupo de animales. Se analizaron parametros zoométricos, se
realizaron valoraciones plasmaticas, de expresion génica y proteica en muestras de higado y se
determind la actividad de union PPAR-PPRE.

Resultados: Nuestro modelo de intervencion dietética desarrollo esteatosis hepatica e hipertri-
gliceridemia. A pesar de un aumento en la ingesta caldrica total, no se observo un incremento
de peso corporal de los animales. La administracion de acido bempedoico redujo significa-
tivamente la esteatosis hepatica y promovioé una marcada hipertrofia de los hepatocitos. Se
observo un incremento del 66% en el peso del higado de los animales tratados con el farmaco,
que no se acompain6 de modificaciones en los marcadores de inflamacion, estrés oxidativo o
estrés de reticulo endoplasmatico. El acido bempedoico activé el receptor nuclear activado por
proliferadores peroxisomicos (PPARa) y sus genes diana.
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Introduccion

Conclusiones: El acido bempedoico podria ser una terapia efectiva para el tratamiento del
higado graso y el riesgo cardiovascular asociado. El acido bempedoico presenta otros mecanis-
mos de accion diferentes a la inhibicion de la ATP:citrato liasa, como seria la activacion de
PPARq, lo que podria explicar la reduccion de la esteatosis hepatica y el incremento del peso
del higado observado en los animales tratados con el farmaco-

© 2021 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

Bempedoic acid as a PPAR« activator: new perspectives for hepatic steatosis
treatment in a female rat experimental model

Abstract

Introduction: Inits initial stages, nonalcoholic fatty liver disease presents hypertriglyceridemia
and accumulation of lipids in the liver (hepatic steatosis). Bempedoic acid is an ATP:citrate lyase
inhibitor that promotes a dual inhibition of the synthesis of cholesterol and fatty acids. However,
its effect in the prevention / treatment of hepatic steatosis and hypertriglyceridemia has not
been investigated. The aim of our work has been to elucidate whether bempedoic acid, through
a mechanism other than ATP:citrate lyase inhibition, reverses these metabolic alterations.
Experimental design: The study was carried out in female Sprague-Dawley rats fed, for three
months, with a high fat diet supplemented with fructose (10% w/v) in drinking water. During the
last month, bempedoic acid (30 mg/kg/day) was administered to a group of animals. Zoometric
and plasmatic parameters were analyzed, gene and protein expression analysis were performed
in liver samples and PPAR-PPRE binding activity was determined.

Results: Our interventional model developed hepatic steatosis and hypertriglyceridemia. Des-
pite an increase in total caloric intake, there was no increase in body weight of the animals. The
administration of bempedoic acid significantly reduced hepatic steatosis and promoted a mar-
ked hepatocyte hypertrophy. There was a 66% increase in the liver weight of the animals treated
with the drug that was not accompanied by modifications in the markers of inflammation,
oxidative stress, or endoplasmic reticulum stress. Bempedoic acid activated the peroxisome
proliferator activated nuclear receptor (PPARx) and its target genes.

Conclusions: Bempedoic acid could be an effective therapy for the treatment of fatty liver
and associated cardiovascular risk. Bempedoic acid has other mechanisms of action besides
the inhibition of ATP: citrate lyase, such as the activation of PPARa, which could explain the
reduction in hepatic steatosis and the increase in liver weight observed in animals treated with
the drug.

© 2021 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights
reserved.

mayor influjo de acidos grasos (AG) hacia el higado, prove-
nientes del tejido adiposo* y una activacion hepatica de la
lipogénesis de novo (DNL)>¢ lo que comporta un aumento

La enfermedad del higado graso no alcohélico (non-alcoholic
fatty liver disease, NAFLD) es una patologia cuya inciden-
cia se ha incrementado en las Ultimas décadas situandose su
prevalencia actual por encima del 25%'. La NAFLD se carac-
teriza por presentar alteraciones derivadas, principalmente,
de un estado de resistencia hepatica a la insulina y engloba-
das dentro de las manifestaciones del sindrome metabdlico
y que se asocian a un incremento del riesgo cardiovascular?.
Aunque la etiologia de la NAFLD es multiple, el consumo de
una dieta tipo «western», con un elevado aporte caldrico
derivado de un alto contenido en azlcares simples y grasas
saturadas juega un papel decisivo en su aparicion’. Este tipo
de dieta, sumado al sedentarismo, conduce a la obesidad
y a la resistencia a la insulina (RI), dos factores etiopato-
génicos clave en el desarrollo de NAFLD. La Rl induce un

en la sintesis de triglicéridos hepaticos que, en un princi-
pio, seran exportados hacia el plasma, incorporados en las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). La sobreproduc-
cion de VLDL en individuos con NAFLD implica dislipemia
caracterizada por niveles elevados de triglicéridos y bajos
de colesterol-HDL, ademas de un aumento de las particu-
las LDL pequefas y densas, la triada caracteristica de la
denominada dislipemia aterogénica’8.

Aproximadamente, el 25% de los pacientes que presentan
NAFLD acaban desarrollando esteatohepatitis no alcoholica
o NASH que puede conllevar la aparicion de fibrosis hepa-
tica y cirrosis’. En la actualidad, se estan desarrollando
farmacos moduladores selectivos del receptor PPARa, como
el pemafibrato'?, agonistas PPARa/8 como el elafibranor'' o
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inhibidores de acetil-CoA carboxilasa (ACC) como el GS-0976
o firsocostat'? para el tratamiento de NASH. Sin embargo, la
acumulacion de triglicéridos en el higado (esteatosis hepa-
tica), que se considera una alteracion que aparece en las
primeras fases de la NAFLD, no tiene ningln tratamiento
farmacoldgico plenamente eficaz en nuestros dias. En la bus-
queda de nuevas dianas farmacologicas, la ATP-citrato liasa
(ACL) resulta de gran interés, puesto que es un enzima con
funciones clave en la interseccion entre el catabolismo de
nutrientes y la biosintesis de colesterol y acidos grasos'>.
El acido bempedoico (ABem; ETC-1002, acido 8-hidroxi-
2,2,14,14-tetrametilpentadecanodioico) es un activador de
la AMP-proteina kinasa (AMPK) y un inhibidor de la ACL,
cuyos efectos se han estudiado en modelos in vivo como
inhibidor dual de la sintesis de colesterol y acidos grasos'*'>
y su comercializacion ha sido aprobada recientemente por
la Agencia Europea del Medicamento (EMA). Estudios cli-
nicos en pacientes con hipercolesterolemia realizados por
Ballantyne et al.'® mostraron que el ABem Unicamente redu-
cia los niveles de colesterol plasmatico, pero no los de
triglicéridos, a diferencia de lo observado en roedores'’,
probablemente debido a la escasa relevancia de la DNL en
ausencia de resistencia a la insulina. Sin embargo, no se ha
investigado el efecto del ABem en la prevencion o el tra-
tamiento de la esteatosis hepatica y la hipertrigliceridemia
asociada a NAFLD.

A partir de nuestra experiencia en el estudio de los efec-
tos del consumo de fructosa liquida al 10% (p/v) sobre el
metabolismo lipidico'®'"?, hemos disefiado un modelo dieté-
tico de higado graso sin inflamacion en rata Sprague-Dawley
hembra alimentada con una dieta rica en acidos grasos satu-
rados (palmitico y estearico), desprovista de colesterol y
suplementada con fructosa liquida. El objetivo del presente
trabajo ha sido estudiar si el acido bempedoico podria cons-
tituir una alternativa terapéutica para el tratamiento de la
esteatosis hepatica y/o la hipertrigliceridemia, observada
en las fases iniciales de NAFLD, y elucidar el mecanismo
implicado.

Material y métodos

Disefio experimental

Para este estudio se utilizaron 24 ratas hembra Sprague-
Dawley que fueron suministradas por Charles River
(Barcelona, Espana). Los animales se mantuvieron con agua
y comida ad libitum, a temperatura y humedad constante
con un ciclo de luz/oscuridad de 12horas durante una
semana. Tras aclimatacion, se distribuyeron aleatoriamente
las ratas en tres grupos de estudio (n=8): un grupo control
(CT) alimentado con una dieta estandar y agua de bebida,
un grupo alimentado con una dieta rica en grasa (dieta high-
fat: Teklad Custom Diet TD.180456 de Envigo, Espana). El
contenido de esta dieta en %kcal es: proteinas 15,5%, car-
bohidratos 37,5% y grasas 47%, de las cuales 210g/kg son
de mantequilla de cacao que contiene, aproximadamente,
un 25% de acido palmitico y un 35% de acido estearico?.
La dieta se suplemento con fructosa en forma de solucion al
10% (peso/volumen) en el agua de bebida (HF-FR). Un tercer
grupo de ratas fue alimentado con HF-FR y recibio, el Gltimo
mes, una dosis diaria de acido bempedoico por via oral de

30mg/kg, diluido en 0,5% de carboximetilcelulosa y 0,025%
de tween-20 (ABem). Al resto de grupos se les administro el
volumen correspondiente de vehiculo del farmaco. Se con-
trolo la ingesta de comida y bebida cada 2 dias y se pesaron
los animales una vez a la semana. Tras 3 meses de estudio,
las ratas se sacrificaron por exanguinacion bajo anestesia
con ketamina:xilacina (proporcion 9:1) con un ayuno previo
sacrificio de 2 horas.

Todo el proceso se realizé de acuerdo con las directrices
establecidas por el Comité de Bioética de la Universitat de
Barcelona, segln se indica en la Ley (5/1995) (21 de julio) de
la Generalitat de Catalunya (numero de expediente: 10106).

Obtencion de muestras

Para la determinacion de los niveles de triglicéridos y
colesterol plasmaticos se obtuvieron muestras de sangre
mediante puncion de la vena safena. Para los niveles séri-
cos de acidos grasos libres (AGL), AST y ALT, la sangre se
recolecté mediante puncion cardiaca en el momento del
sacrificio de los animales, en tubos Sarstedt AG & Co. (Nim-
brecht, Alemania), y el suero se obtuvo por centrifugacion
a 1000 xG durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los
higados de las ratas se extrajeron, se pesaron y se conge-
laron en N; liquido de forma inmediata y se conservaron a
—80°C hasta su utilizacion. 10-100 mg de tejido hepatico se
usaron para la extraccion del ARN total. Dos muestras adi-
cionales de 250 mg, aproximadamente, se utilizaron para la
cuantificacion de los lipidos hepaticos, para la obtencion de
proteina total y de extractos nucleares. Un fragmento de
tejido hepatico, antes de su congelacion, se conservo en
formaldehido para los estudios histoldgicos.

Determinacion de lipidos plasmaticos y hepaticos

Los niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol se
determinaron mediante glucometro Accutrend® Plus Sys-
tem glucometer (Cobas, RocheFarma, Barcelona) usando
tiras reactivas especificas. Los acidos grasos libres (AGL) se
midieron mediante el ensayo colorimétrico de Bioo Scienti-
fic (Austin, TX, EE.UU.) y los niveles de AST y ALT mediante
kits enzimaticos de Spinreact (Girona, Espaia).

Los lipidos hepaticos se extrajeron basicamente
siguiendo el protocolo descrito por Qu et al.?’ 40mg de
higado se homogenizaron en 800 ul de acetona, usando un
homogeneizador mecanico (Polytron® PT 1200E, Selecta).
Tras una incubacion de 12horas en agitacion constante y
a temperatura ambiente, se dejaron reposar las muestras
15minutos y se procedié a la valoracion de los niveles
de triglicéridos y colesterol mediante kits colorimétricos:
41030 Triglycerides y MD41021 Cholesterol, de Spinreact
(Girona, Espana).

Estudios histolégicos

Las muestras de tejido hepatico se deshidrataron y se incrus-
taron en parafina mediante un procesador automatico de
tejidos Leica TP1020. El bloque se formé en el centro de
incrustacion de tejidos EG1140H y las muestras se corta-
ron a 5Smicras en el PFM Rotary 3004M. La tincion con
hematoxilina-eosina se realizé de forma automatica en un
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termoshandon varistain 24-4. Las imagenes se adquirieron
con un microscopio Leica DMSL equipado con una camara
DP72. La cuantificacion de la hipertrofia se realiz6 mediante
el programa informatico ImageJ y se expresa en % de superfi-
cie ocupada por nucleos de hepatocitos por area de imagen.
Todos los procedimientos se realizaron en el laboratorio de
Histopatologia Animal de la Universitat de Barcelona.

Analisis del ARN: RT-qPCR

El ARN total se aisldo a partir de 100mg de tejido hepa-
tico y mediante el reactivo TRIsure™ (Meridian Biosciences,
Menfis, TN, EUA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La concentracion y la calidad del ARN se deter-
minaron por espectrofotometria en un NanoDrop ND-1000
(Thermo Fischer Scientific, Madrid, Espana) a 260-230 nm.
Los niveles relativos de cada ARN especifico se determinaron
mediante la técnica de transcriptasa reversa (RT) asociada
a PCR en tiempo real (qPCR)?2. A partir de 1 ug de ARN total
se obtuvo el ADN complementario que se amplifico mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa usando 5-10ng de
ADNCc, SYBR green PCR Master Mix, primers especificos (deta-
llados en la tabla 1) y el StepOne-Plus sequence detection
system, todo ello de Applied Biosystems (Foster City, CA,
EUA). Se utilizé tbp (TATA-box-binding protein) como con-

trol interno. Los resultados se calcularon usando el método
z-ACt_

Determinacioén de los niveles de proteina por
western blot

Los extractos de proteina total y proteina nuclear de higado
se obtuvieron segln el método descrito previamente?:. La
cuantificacion de la concentracion proteica de cada fraccion
se realizd mediante el método de Bradford?*.

30 ug de proteina se sometieron a electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS al 10%. Tras transferir las proteinas
a membranas de PVDF (Immobilon-P polyvinylidene diflou-
ride; Millipore Iberica, Bedford, MA, EUA) se bloquearon
durante 1h a temperatura ambiente en solucion de TBS-
0.1% Tween-20 (TBS-Tween) con un 5% de leche en polvo

Tabla 1 Oligonucledtidos especificos para gPCR

desnatada. Las membranas se incubaron toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario (PPARa de Abcam, dilucion
1:500; p-IRE-1, IRE, p-PERK y PERK de Cell Signaling, dilucion
1:1000 en TBS-Tween y un 5% de BSA) y 1h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario (antirabbit, dilucion
1:3000). La deteccion se realizé utilizando el reactivo ECL
chemiluminescence kit HRP (Thermo Fisher Scientific) y un
ChemidocTM XRS de Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). Como
control de carga se incubaron las membranas con la pro-
teina TATA-box-binding protein (TBP) (Abcam, Cambridge,
UK, dilucion 1:2500) o B-actina (Sigma-Aldrich, San Luis,
MO, EUA, dilucion 1:3000). El tamano de las proteinas se
comprobo utilizando marcadores de peso molecular de Bio-
Rad. El software usado para la cuantificacion relativa de las
proteinas fue el ImagelLab (BioRad).

Ensayo de binding o actividad de union de PPAR«x

Para la determinacion de la actividad de unidon del PPARa
al DNA en muestras de extracto nuclear de higado de rata,
se utilizo el kit ab133107, PPAR alpha Transcription Factor
assay kit de Abcam (Cambridge, UK). La técnica es un ELISA
donde, en cada pozo de una placa de 96, se encuentra una
secuencia de ADN especifica que contiene el elemento de
respuesta a PPAR (PPRE). Los PPAR presentes en los extractos
nucleares (extractos obtenidos mediante el kit de Abcam,
ab113474) se unen especificamente al PPRE y se cuantifi-
can por colorimetria a 450 nm. Se agrego al experimento un
control positivo, un competidor de unién y blancos para con-
firmar que los procedimientos eran correctos. Los resultados
se expresaron como % de union del PPARa al ADN o PPRE.

Estadistica

Los resultados se expresan como la media 4 desviacion
estandar. Las muestras de plasma se estudiaron por dupli-
cado. Las diferencias estadisticas se valoraron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) para muestras no apareadas y
con analisis de Sidak post hoc, utilizando el programa infor-
matico GraphPad Prism (GraphPad Software V8.3). Cuando
las desviaciones entre grupos no fueron homogéneas, se

Forward primer (5’-3’)

Reverse primer (5’-3’)

Aco GTGAGGCGCCAGTCTGAAA
Bip TGATAATCAGCCCACCGTAACA
Cat CGCCTGTGTGAGAACATTGC
Chop CCAGCAGAGGTCACAAGCAC
F4/80 CAGATGGGGGATGACCACAC
Gadd34 CTGGTCCAGGCAGACCATC
Gpx1 TCGGTTTCCCGTGCAATC
L-cpt-1 CAGTGTGCCAGCCACAATTC
Pparo TGGAGTCCACGCATGTGAAG
Sods2 CGTCACCGAGGAGAAGTACCA
Tnfa ATCCGAGATGTGGAACTGGC
Xbp1s GAGTCCGCAGCAGGTG

Xbp1 u TCCGCAGCACTCAGACTACGT

Tbp

TGGGATTGTACCACAGCTCCA

ACTGCTGGGTTTGAAAATCCA
CAAATGTACCCAGAAGGTGATTGTC
TAGTCAGGGTGGACGTCAGT
CGCACTGACCACTCTGTTTC
AACTCTCCGTGGTGTCAGTG
CTGTTTTGCTCACACCCAAGG
TGAGGGAATTCAGAATCTCTTCATT
TAGGCTTCGTCATCCAGCAA
CGCCAGCTTTAGCCGAATAG
AGGCTGAAGAGCAACCTGAGTT
CGATCACCCCGAAGTTCAGTA
CGTCAGAATCCATGGGAA
ATGCCCAAAAGGATATCAGACTC
CTCATGATGACTGCAGCAAACC
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aplicé un ANOVA no paramétrico con postest de Kruskal-
Wallis. Se considero significacion estadistica un valor de
p<0,05.

Resultados y discusion

En las Ultimas décadas se ha observado un aumento de la
prevalencia de NAFLD, que va acompanada de una mayor
incidencia de patologias del metabolismo energético como
son la diabetes y el sindrome metabdlico’?. La NAFLD
es un espectro de trastornos que en sus fases iniciales
se caracteriza por la hipertrigliceridemia y la acumulacion
de triglicéridos en el higado (esteatosis hepatica)?. Hasta
el momento, y a pesar de la proporcién casi epidémica
que estan alcanzando dichas alteraciones, no existe ningln
farmaco aprobado para su tratamiento, lo que constituye
claramente una necesidad sin cubrir en el campo médico.
Con el objetivo de buscar nuevas dianas terapéuticas
para el tratamiento y prevencion de la NAFLD y, a par-
tir de estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion'®?22¢ disefiamos, para el presente trabajo, un
modelo experimental de intervencion dietética y farmaco-
logica, como es la rata Sprague-Dawley hembra alimentada
durante 3 meses con una dieta rica en grasa saturada y fruc-
tosa liquida al 10% (p/v), con el fin de inducir esteatosis
hepatica e hipertrigliceridemia. Se administré acido bem-
pedoico (ABem), por via oral durante el ultimo mes, para

>
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estudiar si estos efectos podian ser revertidos por el far-
maco Yy elucidar otros mecanismos moleculares implicados,
ademas de la inhibicion de la ATP-citrato liasa (ACL) que es
el mecanismo de accion propio del acido bempedoico.
Como se muestra en la figura 1, el area bajo la curva del
consumo de bebida demostré que los dos grupos de anima-
les suplementados con un 10% (p/v) de fructosa, HF-FR y
ABem, bebieron 2,3 y 1,8 veces mas que los animales del
grupo control, respectivamente (fig. 1A). Este incremento
se acompafnd de una menor ingesta de dieta solida, que
resultd ser estadisticamente significativa en ambos grupos
(fig. 1B). Los cambios observados en el consumo de dieta y
fructosa se tradujeron en un incremento en la ingesta calo-
rica total que recibieron los animales HF-FR, siendo del 60%
en el grupo HF-FRy del 38% en el grupo ABem, con respeto al
grupo CT (fig. 1C). No obstante, la dieta HF-FR no modificd
el peso corporal de los animales a lo largo del estudio, en
comparacion con el grupo CT (fig. 1D). En articulos previos
habiamos descrito que ratones alimentados con una dieta
western suplementada con fructosa liquida presentaban un
incremento del peso corporal debido, principalmente, a un
aumento en la ingesta caldrica total??. Sin embargo, en el
modelo actual no hemos observado este efecto. Este hecho
puede deberse a la composicion de la dieta HF que, a dife-
rencia de la dieta western, no presenta colesterol y contiene
una menor proporcion de acido palmitico, compensada con
la inclusion de acido estearico (acido graso saturado que
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Figura1 Consumo de bebida, comida, ingesta calorica total y peso de los animales. (A) Area bajo la curva (ABC) del consumo de
bebida por rata durante 90 dias, expresado en ml (ml/90d/rata). (B) Area bajo la curva (ABC) del consumo de dieta sélida por rata
durante 90 dias, expresado en g (g/90d/rata). (C) Area bajo la curva (ABC) de la ingesta caldrica total por rata durante 90 dias,
expresada en kcal (kcal/90d/rata). (D) Peso corporal de los animales a final de tratamiento expresado en g. Resultados expresados
como media &+ DE para n =8 animales/grupo. ABem: grupo alimentado con HF-FR y tratado con acido bempedoico; CT: grupo control;
HF-FR: grupo alimentado con dieta rica en grasa suplementada con fructosa en el agua de bebida. *p<0,05, “p<0,01, ""p<0,001
vs. grupo CT. #p<0,05, #p<0,01 vs. grupo HF-FR.
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se metaboliza a acido oleico?’). Esta peculiar composicion,
tal y como hemos descrito recientemente?®, podria explicar
que no aumentara el peso corporal de los animales a pesar
de recibir alrededor de 1,6 veces mas calorias que las ratas
control.

El tratamiento con acido bempedoico no modificd el
area bajo la curva del consumo de bebida ni de dieta, pero
redujo la ingesta calorica total en un 12%, si lo comparamos
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con el grupo HF-FR (fig. 1). Asi mismo, el farmaco redujo,
de forma estadisticamente significativa, el peso corporal
de los animales ABem en un 9% y un 10% vs. los grupos CT
y HF-FR, respectivamente (fig. 1D). La reduccion del peso
corporal observada en el grupo ABem podria ser un efecto
propio del farmaco no relacionado con la menor ingesta
calorica de estos animales, ya que el grupo ABem mostrd
niveles de ingesta calorica total 1,38 veces los niveles del
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grupo control y una reduccion del peso corporal del 9%
vs. CT. Nuestros resultados estan en consonancia con otros
estudios publicados que demuestran que la administracion
de ABem a la dosis de 30 mg/kg por dia durante 3 semanas
a roedores alimentados con una dieta rica en grasa y
colesterol ven reducido su peso corporal respecto a los
animales alimentados con la dieta sola'.

En nuestro estudio, la administracion de dieta grasa y
fructosa liquida durante 3 meses indujo la aparicion de
esteatosis hepatica. El contenido de triglicéridos hepaticos
se incremento en el grupo HF-FR, siendo este incremento de
2,2 veces el de los animales control (fig. 2A). Asi mismo, los
analisis histopatoldgicos de secciones de higado, realizados
con tincion de hematoxilina y eosina, mostraron un mayor
nimero de vesiculas correspondientes a la acumulacion de
triglicéridos (fig. 3A). Por el contrario, no se observaron dife-
rencias en los niveles de colesterol intrahepatico en HF-FR
con respecto al grupo CT (fig. 2B). En plasma, solo los nive-
les de triglicéridos se vieron fuertemente incrementados en
un 66% en el grupo HF-FR vs. el grupo CT (fig. 2C), mientras
que los niveles de colesterol y AGL no se modificaron con la
dieta (fig. 2D y E).

Diversos autores describen que el ABem es capaz de
reducir los niveles de colesterol plasmatico en pacientes
con hipercolesterolemia sin modificar los niveles de tri-
glicéridos, a diferencia de lo observado en modelos de
roedores'®'”, Sin embargo, en nuestro modelo experimen-
tal, el farmaco no modificé la hipertrigliceridemia inducida
por la dieta (fig. 2C), e increment6 los niveles de colesterol
un 15% con respecto al grupo HF-FR (fig. 2D). Nuestra hipote-
sis es que ABem podria estar induciendo un mayor transporte
de lipidos del higado al plasma a través de las VLDL, lo que
justificaria el aumento de los niveles plasmaticos de coles-
terol y triglicéridos, aunque este no es significativo en el
altimo caso.

El tratamiento con ABem revirtio la esteatosis hepatica
inducida por la dieta HF-FR, disminuyendo el contenido
de triglicéridos en higado un 51% vs. el grupo HF-FR, sin
modificar los niveles intrahepaticos de colesterol (fig. 2A 'y
B). El acido bempedoico reduce la sintesis de colesterol y
acidos grasos en el higado por un mecanismo que implica
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la inhibicién de la ATP-citrato liasa (ACL)">?°. En nuestros
animales, los niveles de ARNm de ACL se vieron fuertemente
incrementados en el grupo ABem (1.56X vs. HF-FR y 2.85X
vs. CT) (fig. 2F). Esta induccion en la expresion de ACL
podria ser un mecanismo para compensar la inhibicion
de la actividad enzimatica provocada por el farmaco. La
inhibicion de la ACL comporta una menor sintesis hepatica
de acidos grasos vy, por tanto, de triglicéridos. Ello estaria
de acuerdo con la reduccion en el contenido de triglicéridos
hepaticos observado en el grupo ABem vs. HF-FR.

A pesar de la mejoria observada tras el tratamiento con
acido bempedoico sobre la esteatosis hepatica, los higados
del grupo ABem mostraron una marcada hipertrofia de los
hepatocitos (fig. 3B) reduciendo el % de nicleos celulares
por area cuantificada en un 30% con respeto al grupo CT y
un 36% respeto al grupo HF-FR. Paralelamente, el peso del
higado en el grupo ABem se vio fuertemente incrementado,
siendo 1.7X el de los animales HF-FR (fig. 3C). Ambos efectos
no pudieron ser causados por la acumulacion de lipidos hepa-
ticos ya que, como ya se ha comentado, los niveles de tri-
glicéridos estaban reducidos en los higados del grupo ABem
y los niveles de colesterol no se modificaron (fig. 2 Ay B).

La inflamacion hepatica, el aumento en los marcadores
de estrés oxidativo y el estrés de reticulo endoplasmatico
son complicaciones propias de la NAFLD*%3'. Por ello,
analizamos si la hipertrofia hepatica y el incremento de
peso del higado observado en los animales ABem eran
debidos a una alteracion en alguna de estas tres vias. Tal
y como se muestra en la figura 4A, los niveles de ARNm
de biomarcadores de inflamacion como Tnf-o v F4/80 se
vieron reducidos en los dos grupos de animales alimentados
con dieta HF-FR (35% en HF-FR y 40% en ABem vs. CT). La
administracion del farmaco no produjo modificaciones en
la expresion de ninguno de estos genes cuando se compar6
con el grupo HF-FR. Los niveles plasmaticos de AST y ALT,
marcadores bioquimicos de lesion hepatica e inflamacion,
tampoco mostraron diferencias entre los grupos de estudio
(fig. 4B). Asi mismo, los niveles de expresion de Cat, Gpx1
y Sods2, marcadores de estrés oxidativo, no se modificaron
en ninguno de los dos grupos, HF-FR y ABem (fig. 4C). Al
analizar las vias de sefalizacion de estrés de reticulo, IRE-1
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Figura 3
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Hipertrofia hepatica y peso del higado. (A) Imagen representativa de la tincion por hematoxilina y eosina de cortes de

higado para los tres grupos de estudio. (B) Porcentaje (%) de nlcleos de hepatocitos por superficie cuantificada para la valoracion
de la hipertrofia hepatica. (C) Peso del higado a final de tratamiento expresado en g. Los resultados son la media & DE para n=8
animales/grupo. ABem: grupo alimentado con HF-FR y tratado con acido bempedoico; CT: grupo control; HF-FR: grupo alimentado
con dieta rica en grasa suplementada con fructosa en el agua de bebida. “"p <0,001 vs. grupo CT. *p<0,05, ##p <0,001 vs. grupo
HF-FR.
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PERK (fosforilada y total) expresados en unidades arbitrarias (u.a.) (E) Niveles proteicos de IRE-1 (fosforilado y total) expresados
en unidades arbitrarias (u.a.). A la derecha del grafico se muestra una imagen representativa del experimento de western blot
realizado para p-IRE1 e IRE-1 para n=3 muestras por grupo de estudio. (F) Niveles de ARNm de genes clave de las diferentes vias
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y PERK, observamos que Unicamente los niveles proteicos de
p-IRE-1 se incrementaron en muestras de higado de anima-
les HF-FR (fig. 4D), mientras que los niveles de p-PERK no se
modificaron (fig. 4E). A pesar de la activacion por fosforila-
cion de IRE-1, no se produjo ninglin cambio significativo en
la expresion génica de los marcadores Bip, Chop, Gadd34,
Xbp1sy Xbp1u, propios de estas dos vias, en los higados de

ratas HF-FR vs. CT (fig. 4F). La administracion de ABem no
modificd de forma estadisticamente significativa los niveles
proteicos de p-IRE-1 ni ninguno de los genes estudiados,
si los comparamos con el grupo HF-FR (fig. 4D y F). Estos
resultados nos permiten confirmar que nuestro modelo die-
tético induce higado graso, propio de las primeras etapas de
NALFD, pero evita el efecto proinflamatorio caracteristico
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Figura 5

Determinacion de la expresion y actividad PPARa (A) Niveles de proteina de PPARa expresados en unidades arbitrarias

(u.a.). Se muestra una imagen representativa del ensayo de western blot realizado para n=4 muestras por grupo de estudio. Los
resultados se normalizaron usando la proteina TATA-box-binding protein (TBP) como control. (B) Niveles de ARNm de genes diana
de PPARa expresados en unidades arbitrarias (u.a.). (C) Actividad de union de PPARa a PPRE expresada como porcentaje (%) de
union en los grupos HF-FR y ABem. Resultados expresados como media +DE para n=8 animales/grupo. ABem: grupo alimentado
con HF-FR y tratado con acido bempedoico; CT: grupo control; HF-FR: grupo alimentado con dieta rica en grasa suplementada con
fructosa en el agua de bebida. ““p <0,001 vs. grupo CT. #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 vs. grupo HF-FR.

de las dietas ricas en grasa®?, ya que no induce inflamacién,
estrés oxidativo ni estrés de reticulo endoplasmatico. El
tratamiento con ABem tampoco modifica ninguno de estos
parametros cuando lo comparamos con los animales CT.

El fendmeno de proliferacion peroxisomica es otra causa
de hipertrofia hepatocelular que cursa con un aumento del
tamano y numero de peroxisomas y con un incremento en
la actividad de B-oxidacion de los acidos grasos y de la
expresion de genes relacionados con esta via y regulados
por PPARa****. Los fibratos, farmacos hipolipemiantes
agonistas del receptor nuclear PPARq, son conocidos induc-
tores de este fendmeno de proliferacion peroxisomica en
roedores®. Estudios realizados por Samsoondar et al."’, en
un modelo murino, sugirieron que el ABem podria actuar de
manera similar a un proliferador peroxisémico; el aumento
observado en el peso del higado de los animales tratados
con ABem se correlacion6 con un ligero efecto de proli-
feracion peroxisomica, un incremento en la B-oxidacion
de los acidos grasos y un aumento en la expresion de Aco
(acil-CoA oxidasa, enzima velocidad limitante de la reaccion
de B-oxidacion peroxisomal y diana de PPARa). Nuestros
resultados concuerdan con dicha hipdtesis. El consumo de
dieta HF-FR no modifico la expresion proteica de PPARa ni la
de sus genes diana (fig. 5A y B). Sin embargo, el tratamiento
con ABem incrementd la expresion de PPARa, tanto los
niveles de proteina hepaticos (25X vs. HF-FR) (fig. 5A) como
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los niveles de ARNm (1.46X vs. HF-FR). La activacion de
PPARa por parte del farmaco incrementé los niveles de
ARNm de sus genes diana, siendo la expresion génica de
Aco 7.4X en el grupo ABem vs. el grupo HF-FR (fig. 5B).
Para poder elucidar si el ABem se comporta, en nuestro
modelo, como un activador directo de PPAR«, realizamos
estudios de binding o de actividad de unién del PPARa a su
elemento de respuesta (PPRE), en muestras hepaticas de
animales HF-FR y ABem, utilizando el kit comercial PPAR
alpha Transcription Factor assay kit de Abcam. Los animales
tratados con ABem presentaron un 40% mas de capacidad de
union de PPARa a su PPRE que los animales del grupo HF-FR,
tal y como se muestra en la figura 5C. Todos estos resultados
en su conjunto nos sugieren que el acido bempedoico se
comportaria como un activador directo del receptor PPAR«.
La activacion PPARa contribuiria de forma significativa al
efecto de ABem sobre la esteatosis hepatica inducida por
la dieta, y al mismo tiempo, podria ser la responsable de la
hipertrofia de los hepatocitos y el incremento del peso del
higado observado en los animales tratados.

Nuestros resultados nos permiten concluir que la admi-
nistracion a ratas Sprague-Dawley hembra de una dieta rica
en acidos grasos y desprovista de colesterol, suplementada
con un 10% (p/v) de fructosa en el agua de bebida durante
3 meses, induce esteatosis hepatica e hipertrigliceridemia,
sin alterar los marcadores proinflamatorios, inducir estrés
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oxidativo o alterar las vias de estrés de reticulo endoplas-
matico, lo que indica que nos encontramos en las fases
iniciales de la NAFLD. El acido bempedoico revierte la estea-
tosis hepatica por un mecanismo que implicaria, al menos en
parte, la activacion directa del receptor nuclear PPAR«. Este
mecanismo difiere, pero posiblemente no excluye, la inhi-
bicion de la ACL, mecanismo principal de accion del acido
bempedoico.
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