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Osteopontina: un regulador del metabolismo lipidico y biliar hepatico
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|a osteopontina (OPN), glicoproteina sobreexpresada en numerosos procesos patoldgicos, esta involucrada en la patogénesis de la enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA) ! y en el desarrollo de fibrosis
nepatica y hepatocarcinoma 2. Su expresion hepatica estd incrementada en obesidad? y se correlaciona con la resistencia a insulina®. Sin embargo, se desconoce si OPN ejerce algun efecto como regulador metabdlico
nepatico. Estudios preliminares mostraron que la ausencia de OPN provoca cambios en el lipidoma y metaboloma hepatico asi como el incremento del CE hepatico 24 horas post-hepatectomia parcial. Los objetivos
principales de este trabajo fueron analizar la implicacion de OPN en la regulacion de la sintesis de novo de lipidos en el hepatocito e identificar su asociacion con cambios en el metabolismo biliar hepatico.

MATERIALES Y METODOS: RESULTADOS:

ANIMALES DE EXPERIMENTACION ¥ TRATAMIENTOS Figura 1: La falta de OPN provoca cambios en el contenido lipidico hepatico ligados a cambios en la sintesis de

Se emplearon ratones hembra de 10 semanas de edad OPN-KO y novo hp’d‘ca'
controles (C57BL/6J; WT) de Jackson Laboratories. A un grupo de . s -

5 ratones se administro OPN recombinante (rOPN) (15 pg/raton; @ Incorporacion de °H Acetato en lipidos celulares
R&D Systems) en suero fisiologico como vehiculo y al otro se le
administro unicamente el vehiculo via intravenosa en dos dias
alternos. Por otro lado, a otro grupo de 4 ratones se les admistro
Atorvastatina (100 mg/kg) via oral, durante dos semanas en dias
alternos. Se aislaron y purificaron hepatocitos de los animales en
estudio empleando el metodo descrito por Smedsrgd y Pertoft °.
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SILENCIAMIENTO DE OPN EN CELULAS HUHZ:
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Para los estudios de silenciamiento de OPN, se utilizo la linea
celular HUH7. Tras la siembra las células se transfectaron
empleando 4 pg de un plamisdo shOPN RNA y su respectivo
control. Se comprobé mediante western blot® que 48 h después Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

de |la transfeccion, en los cultivos transfectados con el plasmido p
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control se expreso OPN y en los silenciados no. Dos dias después
de la transfeccion, las celulas fueron tratadas con Atorvastatina

PC PE PC PE
(100 nM) durante 48 h.
Antes de la transfeccion 4 dias después
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Cultivos primarios de hepatocitos se incubaron con [*H] acetato
(20 uM, 20 uCi/mL) tal y como describen Aspichueta y cols’. Las
celulas se procesaron a los tiempos indicados, los lipidos se
extrajeron8, separaron?® y el tritio incorporado en los lipidos se
determino mediante centelleo liquido.
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EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LIPIDOS:

Los lipidos (TAG, DAG, PC y PE) se cuantificaron mediante TLC y CE CL CE CL la sintesis de novo de CL y en el descenso de
analisis de imagen segun Ruiz y Ochoa?, tras la extraccion (Bligh y la sintesis de novo de TG, DG y PL (A).
Dyer'®) de homogenado hepatico. ] _ - 5 m Estos cambios estan asociados al descenso
100 x ANOVA P=0.05 150 ANOVA P=0.05 »xx ANOVA F=0.001 . - -
HPLC-MS/MS METHOD @ , ) . . en la concentracion en PC en higado (B) y
= £ 2.0 4 -
- - . . .
Los acidos biliares de las muestras de higado se extrajeron en E “E 1004 > > hepatocitos (C) que revierte tras exposicion
fase sdlida (Sep-Pack Plus C18) tal y como lo indican Monte y cols a a S 15 , < a OPN recombinante (C) o por tratamiento
@
11 Se analizaron en un HPLC-MS}MS 12 {5410 Tl'iF.'IlE Quad LC{"MS} = b E E fn ufuﬂ con atarvastatina {B}_ A sSu vez, no se
: : . p s , = o o o o
Agller.'ut Technc:lngles},ﬂmgmendn una mudlflcacm’n. del metnFia? E E s50- = = produce un descenso estadisticamente
descrito por Ye y cols™>. La separacion cromatografica se realizo o ° £ £ L ]
mediante elucion en gradiente en una columna Zorbax Eclipse a = = c - 5'9”0‘”““”“ a causa de la carencia de OPN,
35 C vy flujo de 0,5 ml/min, seguida de ESI y deteccién en modo 0 a pesar de que haya un ligero descenso en
negativo. Ctr shoPN f:?F'” Bwr [JoPNkKoO OPN-KO la concentracion de PE (B y C), ambos
- - - or. .
ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA: +Ator. tratamientos provocan un aumento de los
Los niveles relativos de mRNAs en extractos de RNA total (Trizol) En la linea celular HuH?7, el silenciamiento de OPN provoca el incremento en la concentracion de CE (D), niveles de PE tanto en el hepatocitos como
se determinaron mediante la cuantificacion por RT-PCR como lo hace durante la regeneracion hepdtica (D); en ambos casos el aumento se revierte por en el higado (By C).
empleando la plataforma Biomark HD (Fluidigm Corporation; . . . s . . . . . .
. . administracion de atorvastatina. En lo referente a CL, el silenciamiento en OPN en las Huh7 esta asociado
SGlker UPV/EHU). El procesamiento y analisis de los datos se . . ) ] .
realizé mediante el software GenEx. al incremento en su concentracion, que se revierte con atorvastatina. Sin embargo, no se observan

. . cambios cambios en CL tras 24 h post hepatectomia parcial.
ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados son la media + SEM de una n= 4-7. Para  Ejgyrg 2: La ausencia de OPN resulta en la remodelacion del metabolismo hepatico biliar.

determinar la significancia estadistica se utilizo el test t Student y

a Anova de una o dos vias. En cuanto al andlisis de acidos biliares (AB), los resultados muestran que la ausencia de OPN resulta en el descenso en el contenido total de ABs
glicoconjugados, principalmente en el acido glicocolico y glicoursodesoxicolico y en especies moleculares de ABs libres como el acido beta-muricolico
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s 107 CONCLUSION:

ABREVIATURAS: La osteopontina es un regulador esencial del metabolismo lipidico y biliar. Los resultados sugieren que la falta de OPN resulta en el
fado betamuriclco (oMC), dedo blar (A9), deido gleacsico (6C) dcido incremento en la sintesis de novo de CL y vinculado a un aumento en su utilizacion en la via biliar, lo que a su vez podria inducir un
cossette,subrfamily & (Mr2), diacglcérdo (D), coestero bre (C) calesterol esterificado incremento de secrecion de PC y el descenso en su contenido hepatico. Nuestras evidencias indican que estas adaptaciones del
e e e octor & ciona” (finfda), "iver receptor homologe 1 metabolismo lipidico podrian ser consecuencia del papel de la OPN extracelular en el mantenimiento del metabolismo biliar en el

family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 1" (Ntcp), triacilglicérido (TG).

hepatocito.
Subvencionado por GV (IT-336-10) y UPV/EHU (UFI11/20)
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