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La globulina transportadora d’hormones sexuals (SHBG) és una glicoproteina
homodimeérica serica produida pel fetge que uneix amb gran afinitat i especificitat
als esteroides sexuals i en regula la seva biodisponibilitat. La SHBG hepatica es
troba regulada per diferents factors nutricionals com els carbohidrats, I'oli d’oliva
o el resveratrol (RSV). Diversos estudis epidemioldgics mostren una correlacié
positiva entre el consum de cafeina i els nivells plasmatics de la SHBG. En aquesta
tesi s’ha determinat si la cafeina és un nou factor nutricional que regula I'expressio
hepatica de la SHBG realitzant estudis amb el ratoli transgénic per la SHBG
humana i amb les linies cel-lulars HepG2 i 3T3-L1. Els resultats d’aquest estudi
mostren que la cafeina augmenta els nivells de la SHBG plasmatica de manera
indirecta, augmentant els nivells d’adiponectina al teixit adipds mitjancant la via de
AKT/FoxO1. L’augment de l'adiponectina plasmatica incrementa els nivells
d’'HNF-4a al fetge que, consequentment, activa I'expressio hepatica de la SHBG.
Aquests resultats expliquen la correlacié positiva observada entre el consum de

cafeina i els nivells plasmatics de la SHBG.

En diversos estudis s’ha observat que la dieta Mediterrania redueix el risc de patir
malalties cardiovasculars (CVD) i que el vi negre, component important d’aquesta
dieta, també presenta beneficis similars. A més, un estudi previ va determinar que
el tractament amb RSV, un polifenol present al vi negre, augmentava I'expressio
hepatica de la SHBG activant al receptor constitutiu de 'androsta huma. En
aquesta tesi es presenten els resultats d’un estudi pilot amb vint-i-sis voluntaris
sans on es va estudiar si el contingut en RSV dels vins negres modifica els nivells
plasmatics de la SHBG en humans. Els resultats mostren que el consum moderat
de vi negre ric en RSV disminueix significativament els nivells de colesterol total
en sang en homes i en dones i només augmenta els nivells plasmatics de la SHBG
en dones. En canvi, el consum moderat de vi negre amb un baix contingut en RSV
no modifica cap dels parametres analitzats. Aquest estudi obre les portes a
realitzar un estudi clinic amb més participants per tal de determinar si el contingut

en RSV dels vins negres i I'efecte que provoca sobre els nivells plasmatics de la



SHBG juguen un paper significatiu en les accions beneficioses del consum

moderat de vi negre en el desenvolupament de les malalties CVD.

Els nivells plasmatics de la SHBG es troben disminuits en moltes malalties
metaboliques humanes com en la malaltia del fetge gras no alcohdlic (NAFLD) o
I'esteatohepatitis no alcoholica (NASH). A més, nivells plasmatics disminuits de la
SHBG prediuen el desenvolupament de CVD i de la diabetis de tipus 2. La NAFLD
€s un espectre de malalties que progressen de I'esteatosi simple a la NASH, on hi
ha presencia d’inflamacio i fibrosi, la qual pot desenvolupar cap a estadis més
greus com la cirrosis o I'hepatocarcinoma. En aquesta tesi s’han estudiat els
mecanismes moleculars que regulen I'expressid hepatica de la SHBG durant el
desenvolupament de la fibrosi hepatica utilitzant el model animal d’induccié de
fibrosi hepatica per injeccions intraperitoneals de CCls amb el ratoli transgénic per
la SHBG humana i la linia cellular HepG2. Aquest estudi ha determinat que el
TGF-B1, factor que es troba augmentat durant el desenvolupament de la fibrosi
hepatica, disminueix la produccié de la SHBG hepatica mitjangant una reduccio
dels nivells de les isoformes P1-HNF-4a i un augment de les isoformes P2-HNF-
4a activant les vies dels SMADs i el STAT3 a través dels receptors del TGF-31.
Aquests resultats assenyalen al TGF-31 com un factor que podria estar implicat
en els baixos nivells de la SHBG plasmatica observats en pacients amb NASH |

fibrosi hepatica.



La globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) es una glicoproteina
homodimérica sérica producida por el higado que une con gran afinidad y
especificidad a esteroides sexuales regulando su biodisponibilidad. La SHBG esta
regulada por diferentes factores nutricionales como los carbohidratos, el aceite
de oliva o el resveratrol (RSV). Varios estudios epidemiolégicos muestran una
correlacion positiva entre el consumo de productos con cafeina y los niveles
plasmaticos de SHBG. En esta tesis se ha estudiado si la cafeina es un nuevo
factor que regula la expresion hepatica de la SHBG realizando estudios con el
raton transgénico para la SHBG humana y con las lineas celulares HepG2 y 3T3-
L1. La cafeina aumenta los niveles de la SHBG plasmatica de forma indirecta,
aumentando los niveles de la adiponectina en el tejido adiposo a través de la via
del AKT/FoxO1. El aumento de la adiponectina plasmatica incrementa los niveles
de HNF-4a en el higado que activan la expresion hepética de la SHBG. Estos
resultados explican la correlacion positiva observada entre el consumo de cafeina

y los niveles plasmaticos de la SHBG.

En varios estudios se ha visto que la dieta Mediterranea reduce el riesgo de
padecer enfermedad cardiovascular (CVD) y el vino tinto, componente importante
en esta dieta, presenta beneficios similares. Ademas, un estudio previo determin6
que el tratamiento con RSV, polifenol presente en el vino tinto, aumenta la
expresion de la SHBG hepética activando al receptor constitutivo del androstano
humano. En esta tesis se presentan los resultados de un estudio piloto con
veintiséis participantes sanos donde se estudia si el contenido en RSV de los vinos
tintos modifica los niveles plasmaticos de la SHBG en humanos. Los resultados
muestran que el consumo moderado de vino tinto con alto contenido en RSV
disminuye el colesterol total en sangre en hombres y en mujeres y solo aumenta
los niveles de la SHBG plasmatica en mujeres. En cambio, el consumo de vino
tinto con un bajo contenido en RSV no modifica ninguno de los parametros
analizados. Este estudio abre las puertas a la realizacion de un estudio clinico mas
amplio que sea capaz de determinar si el contenido en RSV de los vinos tintos y

el efecto que provoca sobre los niveles plasmaticos de la SHBG juegan un papel



significativo en las acciones beneficiosas en el desarrollo de las enfermedades

CVD que presenta el consumo moderado de vino tinto.

Los niveles plasmaticos de la SHBG se encuentran disminuidos en muchas
enfermedades metabdlicas como en la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (NAFLD) o la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Ademas, niveles
plasmaticos disminuidos de la SHBG predicen el desarrollo de enfermedades CVD
y de la diabetes de tipo 2. La NAFLD es un espectro de enfermedades que
progresan des de la esteatosis simple a la NASH, dénde existe presencia de
inflamacioén vy fibrosis, y puede llegar a estadios mas graves como la cirrosis o el
hepatocarcinoma. En esta tesis se han estudiado los mecanismos moleculares
que regulan la expresion hepatica de la SHBG durante el desarrollo de la fibrosis
hepatica utilizando el modelo animal de induccién de fibrosis hepética con
inyecciones intraperitoneales de CCls con el ratdn transgénico para la SHBG
humanay la linea celular HepG2. En este estudio se ha determinado que el TGF-
B1, factor que se encuentra aumentado durante el desarrollo de la fibrosis
hepatica, disminuye la produccién hepatica de la SHBG reduciendo los niveles de
las isoformas P1-HNF-4a y aumentando los niveles de las isoformas P2-HNF-4a
mediante las vias de los SMADs y el STAT3 a través de los receptores de TGF-
1. Estos resultados apuntan al TGF-1 como un factor que podria estar implicado
con los bajos niveles de la SHBG plasmatica observados en pacientes con NASH

y fibrosis hepatica.



Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) is a glycoprotein secreted by the liver into
the blood where it binds and transports sex steroids with high affinity and
specificity and regulates its bioavailability. SHBG is regulated by different
nutritional factors, such as carbohydrates, olive oil or resveratrol (RSV). Some
epidemiologic studies show a positive correlation between the caffeine intake and
high SHBG plasma levels. This thesis determines the molecular mechanism by
which caffeine upregulates hepatic SHBG production using the SHBG transgenic
mice and the HepG2 and 3T3-L1 cell lines. Caffeine upregulates SHBG expression
indirectly by increasing adiponectin production through AKT/FoxO1 pathway in
adipose tissue. The increase of adiponectin elevates the levels of hepatic HNF-4a
which in turn upregulates hepatic SHBG expression. These results explain the

positive correlation between caffeine intake and high SHBG plasma levels.

Some studies show that Mediterranean diet reduces the risk of developing
cardiovascular diseases (CVD) and similar beneficial effects have been attributed
to red wine, an important component of this diet. Furthermore, a previous study
shown that RSV, a red wine polyphenol, increased hepatic SHBG expression
through activation of human constitutive androstane receptor. This thesis presents
the results obtained in a pilot study with twenty-six healthy volunteers in which it is
studied whether the RSV content of red wine modifies the SHBG plasma levels in
humans. The results show that moderate intake of red wine with high RSV content
decreases the total cholesterol in serum in both, men and women, and it only
increases circulating SHBG in women. By contrast, moderate intake of red wine
with low RSV content does not modify any of the studied parameters. This pilot
study paves the way to future larger clinical studies aimed at determining whether
RSV content and its effect in SHBG levels play a significant role in the beneficial

cardiovascular actions of red wine.

SHBG plasma levels are reduced in some metabolic diseases, such as non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and non-alcoholic steatohepatitis (NASH).

Moreover, reduced SHBG plasma levels could predict the development of CVD



and type 2 diabetes. NAFLD is a spectrum of diseases that progress from simple
steatosis to steatosis with inflammation and fibrosis, refereed as NASH, which can
progress to more severe stages such as cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
This thesis studies the molecular mechanisms that regulates hepatic SHBG
expression during liver fibrosis development using the human SHBG transgenic
mice developing liver fibrosis induced by CCls and the HepG2 cell line. This study
demonstrates that TGF-B1, a factor which is increased in liver fibrosis
development, reduces hepatic SHBG production downregulating P1-HNF-4a
isoforms and upregulating P2-HNF-4a isoforms via SMADs and STAT3 pathways
through TGF-B1 receptors. These results point out TGF-B1 as the factor that
reduces SHBG levels in NASH and liver fibrosis.
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Introduccio

La globulina transportadora d’hormones sexuals (SHBG: Sex Hormone-
Binding Globulin) és una glicoproteina homodimérica sérica, d’aproximadament
90 kiloDaltons (kDa), produida pel fetge que uneix amb gran afinitat i especificitat

als esteroides sexuals i en regula la seva biodisponibilitat [1].

L’any 1958 es va conjecturar la seva existéncia [2] i 'any 1965 dos grups
la van identificar en la fraccid de les B-globulines del plasma huma. Mercier-
Bodard et al. (1965) la van descriure com una proteina lligadora d’androgens [3],
mentre que Rosenbaum et al. (1966) la van identificar com una proteina lligadora
d’estrogens [4]. Finalment, I'any 1968 es va observar que aquestes dues
proteines eren la mateixa i que unia amb gran afinitat a la 5a-dihdrotestosterona
(DHT), a la testosterona i a l'estradiol [5] i se la va anomenar globulina
transportadora de testosterona-estradiol (TEBG: Testosterone-Estradiol Binding

Globulin). Des d’enca, s’ha vist que la SHBG uneix a altres esteroides sexuals [6].

Durant els segUents anys, es va observar que la SHBG era produida en
hepatocits transformats en cultius [7] i es va detectar preséncia del seu ARNm als
hepatocits [8-12]. Paral-lelament, durant els anys 70, es va descriure una proteina
produida als testicles i transportada a I'epididim de la rata que unia amb gran
afinitat a esteroides sexuals i se la va anomenar proteina transportadora
d’androgens (ABP: Androgen-binding protein) [13,14], finalment, es va demostrar
que I'ABP era secretada per les cel-lules de Sertoli [15]. Durant anys, es va
especular que 'ABP i la SHBG estaven molt relacionades, perd no va ser fins a
mitjans dels anys 80, quan es van caracteritzar quimicament les dues proteines
mitjangant técniques immunoquimiques i estudis estructurals, que es va observar

que la SHBG i '’ABP eren quimicament indistingibles [16-19].

Afinals dels anys 80, es va determinar la sequiencia primaria completa de
la SHBG humana [20], al mateix temps, es va clonar i sequenciar 'ADNc de 'ABP
de rata i se’'n va deduir la sequencia d’aminoacids de la proteina [21]. Alineant les

dues sequencies es va observar que les dues proteines compartien el 67% de la
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Introduccio

sequeéncia d'aminoacids (Figura 1). Finalment, es van clonar els gens i els ADNc
de la SHBG ide 'ABP humana i de rata i ’TADNc de la SHBG hepatica fetal de rata
i es va veure que la SHBG i 'ABP estaven codificades pel mateix gen [8,12,22,23].
Per tant, 'ABP i la SHBG son la mateixa proteina produida en dos teixits diferents
[24].

NW Score Identities Positives Gaps
1386 272/404(67%) 312/404(77%) 3/404(0%)

Human SHBG 1  MESRGPLAT--SRLLLLLLLLLLRHTRQGWALRPVLPTQSAHDPPAVHLSNGPGQEPIAV 58
ME +G +A+ RLLLLLLLL L T QG LR + P QSA D PA +LSNGPGQEP+ V
Rat BBP 1  ME-KGEVASLRCRLLLLLLLLTLPPTHQGRTLRHIDPIQSAQDSPAKYLSNGPGQEPVTV 59
Human SHBG 59  MTFDLTKITKTSSSFEVRTWDPEGVIFYGDTNPKDDWFMLGLRDGRPEIQLHNHWAQLTV 118
+T DLTKI+K SSSFE RTWDPEGVIFYGDTN +DDWFMLGLRDG+ EIQLHN WA+LTV
Rat ABP 60 LTIDLTKISKPSSSFEFRTWDPEGVIFYGDTNTEDDWFMLGLRDGQLEIQLHNLWARLTV 119
Human SHBG 119 GAGPRLDDGRWHQVEVKMEGDSVLLEVDGEEVLRLRQVSGPLTSKRHPIMRIALGGLLFP 178
G GPRL+DGRWH VE+KM GDS+LL VDG+E+L LRQVS L MRIALGGLL P
Rat ABP 120 GFGPRLNDGRWHPVELKMNGDSLLLWVDGKEMLCLRQVSASLADHPQLSMRIALGGLLLP 179
Human SHBG 179 ASNLRLPLVPALDGCLRRDSWLDKQAEISASAPTSLRSCDVESNPGIFLPPGTQAEFNLR 238
S LR PLVPALDGC+RRD WL QA++S SA TSL +CDV+ PG+F PPGT AEF+L+
Rat ABP 180 TSKLRFPLVPALDGCIRRDIWLGHQAQLSTSARTSLGNCDVDLQPGLFFPPGTHAEFSLQ 239
Human SHBG 239 DIPQPHAEPWAFSLDLGLKQAAGSGHLLALGTPENPSWLSLHLQDQKVVLSSGSGPGLDL 298
DIPQPH +PW FSL+LG K  G+G LL LGT N SWL+LHLQDQ WLSS + P L L
Rat BBP 240 DIPQPHTDPWTFSLELGFKLVDGAGRLLTLGTGTNSSWLTLHLQDQTVVLSSEAEPKLAL 299
Human SHBG 299 PLVLGLPLQLKLSMSRVVLSQGSKMKALALPPLGLAPLLNLWAKPQGRLFLGALPGEDSS 358
PL +GLPLQLKL + +V LSQG KM+ L+ L LA L LW+ PQG L LGALPGEDSS
Rat ABP 300 PLAVGLPLQLKLDVFKVALSQGPKMEVLSTSLLRLASLWRLWSHPQGHLSLGALPGEDSS 359
Human SHBG 359 TSFCLNGLWAQGQRLDVDQALNRSHEIWTHSCPQSPGNGTDASH 402
SFCL+ LW QGQRLD+D+AL+RS +IWTHSCPQSP N T SH
Rat BBP 360 ASFCLSDLWVQGQRLDIDKALSRSQDIWTHSCPQSPSNDTHTSH 403
Figura 1: Alineament de les seqliéncies d’aminoacids de la SHBG humana i de ’ABP
de rata. Les sequencies d’aminoacids de la SHBG humana produida pel fetge i de 'ABP
de rata tenen una identitat del 67%. Alineament realitzat amb [I'eina:

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/

1.1.1. Funcié de la SHBG plasmatica

Els esteroides sexuals son molecules lipofiliques sintetitzades a les
cél-lules esteroidogeniques de les gonades, de les glandules suprarenals i de la
placenta. Els esteroides sexuals regulen diversos processos com, per exemple: el
desenvolupament embrionari, la diferenciacié sexual, el desenvolupament
gonadal, la maduracio i creixement dels teixits reproductius i el metabolisme, entre
molts altres [25]. Els esteroides sexuals circulen pel torrent sanguini fins als seus

teixits o cél-lules diana, perd degut a la seva naturalesa hidrofoba, només el 2%
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es troba de forma lliure, ja que la majoria circulen units a proteines plasmatiques

que en regulen la seva biodisponibilitat [1].

Entre aquestes proteines plasmatiques, es troba I'albumina que uneix
amb una baixa afinitat (a I'ordre de puM) i de forma inespecifica a tota classe
d’esteroides sexuals, transportant-los pel torrent sanguini i allargant-ne la seva
vida mitja [26]. En canvi, la SHBG uneix amb gran especificitat i afinitat (a I'ordre
de nM) als esteroides sexuals, sobretot a androgens i estrogens. La SHBG es
troba en concentracions plasmatiques molt més baixes que I'albumina, pero,
gracies a la seva gran especificitat i afinitat pels esteroides sexuals, juga un paper
clau en la seva biodisponibilitat a nivell de teixit [27,28] i és la proteina
transportadora d’hormones sexuals més important. Alteracions dels nivells
plasmatics de la SHBG fan variar la distribucio i 'accés a nivell de teixit i cel-lules

diana dels esteroides sexuals [29].

En aquest sentit, la SHBG posseeix una major afinitat pels androgens que
pels estrogens. Concretament, la DHT és I'esteroide sexual que s’uneix amb més
afinitat a la SHBG. S’hi uneix fins a cinc vegades amb més afinitat que la
testosterona i fins a vint vegades amb més afinitat que I'estradiol. Dels esteroides
sexuals amb més afinitat per la SHBG, seguint la DHT, es troben, per ordre

d’afinitat: la testosterona, 'androstenediol, I'estradiol i I'estrona [6].

La proteina SHBG conté dos llocs d'uni¢ a esteroide, per tant, pot unir
dues molecules d’esteroide sexual [30,31]. No tota la SHBG circulant es troba
ocupada per esteroide sexual i existeixen diferéncies entre els dos sexes en
'ocupaciod dels llocs d’'uni¢ a esteroide sexual. Concretament, en homes, el 80%
dels llocs d’uni6 a esteroide es troben ocupats majoritariament per la testosterona,
en canvi, en dones, només el 20% dels llocs d'unié a esteroide estan ocupats
[6,27]. A més, en dones sotmeses a tractament amb anticonceptius orals, les
quals presenten nivells plasmatics augmentats de la SHBG, presenten una baixa
ocupacio d’esteroide sexual als seus llocs d'unid [27,32]. Aquest fet comporta
implicacions cliniques, ja que els llocs que no es troben ocupats per esteroide
sexual poden unir altres lligands, com per exemple, a esteroides sintetics,

flavonoides o xenobiobtics [33].

18



Introduccio

En la clinica, la mesura per immunoassaig de la SHBG circulant s'utilitza
per calcular l'estimacié dels esteroides sexuals lliures en plasma [28,34],
acceptant que totes les molécules de la SHBG uneixen amb la mateixa afinitat als
diferents esteroides sexuals. Aquesta mesura podria no ser real en tots els casos,
ja que existeixen variants de la SHBG que uneixen amb baixa afinitat a la
testosterona i d’altres que no son reconegudes pel propi immunoassaig [35]. Per
tant, seria necessari la utilitzacid de métodes directes de mesura per determinar

els nivells dels esteroides sexuals lliures en plasma [27].

La mesura de la SHBG és important, ja que, segons la hipotesi de
I'normona lliure, els esteroides sexuals lliures, és a dir, els que no es troben units
a cap proteina plasmatica, son els bioldgicament actius [36]. La teoria de
I'hormona lliure defensa que la fraccié d’esteroides lliures que circulen pel plasma
son els Unics capagos de difondre passivament a través de la membrana
plasmatica de les seves cél-lules diana, gracies a la seva naturalesa lipofilica, i dur
a terme la seva senyalitzacié cel-lular ( ) [36]. Es creu que els esteroides
sexuals que es troben units a I'albumina, degut a la uni¢ feble que els uneix, també
son capacgos de dissociar-se de I'albumina i difondre passivament a les seves
cél-lules diana, sent la fraccié d’esteroides sexuals que es troben lliures al plasma

i els que es troben units a 'albumina els bioldgicament actius [37].

La teoria de I'hormona lliure ha estat discutida, I'any 2005 Hammes et al.
van proposar que els esteroides sexuals bioldgicament actius son els que es
troben units a la SHBG. Segons aquesta teoria, els esteroides sexuals entrarien a
les cél-lules diana mitjangant la interaccio de la SHBG amb la megalina [38]. La
megalina és una proteina expressada en diversos teixits que responen a
esteroides sexuals i es troba integrada a les vesicules recobertes per clatrina [39].
Segons Hammes et al. (2005), la megalina interaccionaria amb la SHBG i es
formaria una vesicula endocitica, la qual transportaria al complex SHBG-esteroide
sexual unit a la megalina. Finalment, el complex SHBG-esteroide sexual es
dissociaria per acidificacié de la vesicula [40] i I'esteroide sexual s’alliberaria al
citoplasma cellular per dur a terme la seva senyalitzacioé cel-lular ( )
[38,41]. Durant els ultima anys, ha anat agafant forca la hipotesi de la hormona

lliure i es creu que la funcié de la SHBG plasmatica és la de protegir de I'excés
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d’androgens, tant exdgens com endogens, unint-los i disminuint-ne la fraccid

bioldgicament activa [42].
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Figura 2: Models de la captacié dels esteroides sexuals per part de les seves cél-lules
diana. (@) Model de I'hormona lliure. Els esteroides sexuals que no es troben units a la
SHBG son els bioldbgicament actius, difonen per la membrana plasmatica de les cél-lules
diana i s'uneixen als seus receptors. (b) Model depenent de la megalina. La SHBG unida a
I'esteroide sexual interacciona amb la megalina a la membrana plasmatica de la cel-lula
diana i aquest complex s'internalitza pel procés endocitic. A linterior de la cél-lula, el
complex esteroide sexual-SHBG es dissocia, a causa del baix pH de l'interior del lisosoma,
i l'esteroide sexual s’allibera al citoplasma, on s’uneix al seu receptor per dur a terme la
seva senyalitzacio cel-lular. Figura modificada de: Goldman A.L, et al. Endocr Rev. 2017
Aug 1,38(4):302-324.

1.1.2. Gen de la SHBG humana

El gen de la SHBG es localitza al brag curt (p12->p13) del cromosoma
17 (17p13.1) [43] i esta compost per vuit exons, que ocupen aproximadament
3.2 kilobases (kb) d’ADN genomic, i de set petits introns [12]. L’estructura del gen
de la SHBG es troba conservat en tots els vertebrats, tot i aixo, la llargada dels
introns pot variar entre especies [44]. Com es pot observar a la Figura 3, el gen
compta amb dos promotors ben caracteritzats: el promotor proximal o PL i un
promotor alternatiu o Pr, perd hi ha evidéncia d'un segon promotor alternatiu que

ha estat anomenat Pn [45]. Aquests tres promotors resulten en tres unitats de
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transcripcio diferents i els transcrits generats per cada unitat de transcripcio estan
expressats majoritariament en fetge, testicles i prostata, respectivament
[12,45,46]. S’han detectat i descrit fins a dinou transcrits generats en diferents
teixits, tot i que no es coneix la funcié bioldgica de tots ells, s’ha especulat que
podrien tenir una funcié important en les diferents etapes del desenvolupament
[47]. L'exd 1 dels diversos transcrits pot estar codificat pel promotor proximal (PL)
o per un dels promotors alternatius (P i Pn) i hi ha evidéncia de I'existencia de fins
a cinc exons 1 alternatius situats upstream del promotor proximal (P.) [47,48].

Promotor Promotor Promotor
alternatiu E1 D1 alternatiu C1 B1 A1 proximal 1 2 4 5 6 7 8

Figura 3: Estructura del gen de la SHBG humana.L’ex6 1 pot estar codificat pel
promotor proximal o per un dels dos promotors alternatius, s’han descrit fins a cinc exons
1 alternatius. En canvi, els exons 2-8 son comuns pels tres promotors. Figura modificada
de: Simo R, et al. Trends Endocrinol Metab. 2015 Jul;26(7):376-83.

1.1.3. Expressio de la SHBG

L’expressioé de la SHBG esta conservada en els vertebrats, pero no tots
presenten SHBG en sang en edat adulta. Per exemple, els rosegadors no
presenten expressio hepatica de la SHBG en edat adulta [23,49], en canvi, els
peixos, els vertebrats més antics, expressen la SHBG al fetge [50]. A més, en
humans, la SHBG s’expressa a les cel-lules germinals dels testicles [51], en canvi,
els ratolins expressen la Shbg a les cel-lules de Sertoli [52]. L'estudi de I'expressio
de la SHBG en altres vertebrats posa de manifest les diferencies evolutives de

I'expressio de la SHBG aixi com les seves diverses funcions [44].
1.1.3.1. Expressioé de la SHBG en humans

En humans, la SHBG es troba expressada majoritariament al fetge i a les
cél-lules germinals dels testicles [7,8,12,24,51,53]. Tot i aix0, també s’ha observat
expressio en altres teixits, com per exemple: al ronyo [54], a la prostata [55], al
'endometri [56], a 'ovari [57-59], a les trompes uterines [60], a la placenta [61],

a les glandules mamaries [62], en miocits cardiacs [63] 0 a la melsa [64], aixi com

21



Introduccio

en diferents linies cel-lulars de cancer de prostata [47,55], de cancer de mama
[62], de limfocits T [64] i en la linia cel-lular d’hepatoblastoma huma HepG2 [7].
Les cél-lules HepG2 son les Uniques cél-lules hepatiques humanes que expressen
i secreten SHBG al medi cel-lular i ha estat la linia cel-lular més utilitzada per
'estudi de la regulacié hepatica de la SHBG in vitro. També s’ha detectat

preséncia de la SHBG al liquid cerebroespinal [65] i a la saliva [66].
1.1.3.1.1. Expressio de la SHBG hepatica

El transcrit de la SHBG generat al fetge esta compost pels exons que
comprenen des de I'1 al 8, codifica per la proteina precursora de la forma de la

SHBG que es troba circulant en plasma i la seva expressio esta regulada pel PL.

nt 1-117 nt 118-209 nt 210-399 nt 400-558 nt 559-718 nt 719-855 nt 856-1063 nt 1064-1206
(39aa) (30aa+2nt) ( 63aa+1nt) (53aa) (53aa+1nt) (45aa+2nt) (69a+1nt) (47aa+2nt)

L2 3 4 5 6 7 8
“ N

\ N\ NN N\

Red: SHBG signal peptide, cleaved prior to secretion- amino acids -29 to -1

Black: Steroid binding domain determinants- amino acids 42; 65; 128-134

Blue: SHBG dimerization domain- amino acids 72-77; 84-93; 119-126; 154-155

Purple: Decapeptide sequence shown to bind to the SHBG receptor (Rsuygs)- amino acids 48-57
Gycosylation sites- Thr7 (O-linked); Asn351, Asn367 (N-linked)

Figura 4: Esquema del transcrit de la SHBG que s’expressa al fetge. La posici6 de cada
nucleotid es troba al dalt, en blanc, i a sota es mostra la posicio dels aminoacids. Els exons
en blanc son els que es conserven i en groc els exons que poden presentar alternative
splicing. En vermell, la regi6 de I'exd 1 que inclou el polipeptid senyal de secrecio, una regio
no traduida i els tres residus N-terminals de la SHBG madura. Els exons del 2-5 codifiquen
pel domini LG de I'extrem N-terminal, en negre, els residus responsables de la uni¢ a
esteroide, en blau mari, els residus responsables del domini de dimeritzacio i, en fucsia, la
sequéncia del decapéeptid d’'unid al Rsies. En forma d’estrella es marquen els llocs de
glicosilacié. Els exons del 6-8 codifiquen pel domini LG de I'extrem C-terminal. A sota, en
negre, es mostra el transcrit que s’expressa al fetge. Figura modificada de: Nakhla AM.
BMC Mol Biol. 2009 May 5,10:37.

L’ex6 1 del transcrit generat al fetge conté una regié en posicié 5’ que no
es tradueix, els tres ultims residus de I'extrem amino-terminal de la proteina SHBG
madura i el codd ATG d’inici de transcripcié en marc de lectura, sent I'iinic dels
exons 1 de les diferents unitats de transcripcié que el presenta [44]. L'exd 1

codifica pel polipeptid ric en lisines de 29 aminoacids, els quals corresponen al
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polipeptid senyal de secrecio ( ) [46]. Durant la maduracio de la proteina,
el polipeptid senyal de secrecio es despréen al citoplasma i la SHBG se secreta a
la sang on circula com una proteina homodimérica glicosilada de 92.5 kDa [20].
Els exons compresos entre el 2 i el 5 codifiquen pel domini laminin G-like (d’ara
en endavant, domini LG) de I'extrem N-terminal, sent I'exd 3 i 4 els que codifiquen
pels residus responsables de la uni6 a esteroide i de la dimeritzacié de la proteina
[67-70] i, I'ex6d 3, el que codifica pels residus 48-57, els quals son els
responsables de la unié de la SHBG amb el seu receptor (Rshss) ( ) [71].
Els exons del 6 al 8 codifiquen pel domini LG de I'extrem C-terminal on hi ha dos
llocs de N-glicosilacié als residus d’asparagina en posicid 351 i 367 (Asn351 i
Asn367) i també existeix un lloc de O-glicosilacié al residu treonina 7 (Thr7)
[45,72]. Més endavant, s’explicara I'estructura proteica de la SHBG hepatica en

detall.

L'expressio de la SHBG hepatica esta regulada pel Py, el qual ha estat
ben estudiat i caracteritzat. Aquest promotor esta situat a 850 parell de bases (pb)
de I'exd 1 i no conté la tipica caixa TATA (TATA-box) que donaria lloc a l'inici de
la transcripcio, perd compta amb multiples llocs d'unié a factors de transcripcio
[8,46]. Mitjancant estudis de DNAase | footprinting s’han pogut descriure fins a
17 regions que regulen en cis, les quals s’han anomenat regions footprint (FP)
[53,73], pero les més ben caracteritzades i estudiades son les compreses entre
el FP1 fins al FP4, ja que son les que presenten més activitat ens les cél-lules

HepG2 [7].

Com es pot observar a la , €l FP1 és una regi6 situada 20 pb
upstream del lloc d’inici de la transcripcio, la qual és rica en TA i conté la sequencia
TTTAAC, sequéncia que facilita 'assemblatge de la maquinaria transcripcional i
sembla que substitueixi a la tipica caixa TATA. En aquesta regi6é s’ha descrit la
uni6 de dos factors de transcripcio, els quals son responsables de la transcripcio
basal de la SHBG al fetge, que competeixen per la uni¢ a la mateixa seqiéncia

que conté un lloc de repeticié directa 1 (DR1), el qual consisteix en dos hexamers
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repetits separats per un nucleodtid, normalment una adenosina. Un d’aquests
factors de transcripcio¢ és el factor nuclear 4 alfa d’hepatocit (HNF-4a: Hepatocyte
nuclear factor 4 alpha), el qual sembla que substitueixi a la proteina d'unié a TATA
(TBP: TATA binding protein), ja que és el responsable de reclutar la maquinaria
transcripcional en aquesta regio i activar la transcripcié de la SHBG [73]. A la
mateixa seqléncia del FP1 s’hi uneix el factor de transcripcid upstream de
'ovoalbumina de pollastre | (COUP-TFI: Chicken ovalbumin upstream promoter-
transcription factor I), també anomenat NR2F2 (de les seves sigles en angles
Nuclear Receptor subfamily 2, group F, member 2), el qual bloqueja la unié d’HNF-

4a i reprimeix I'expressio basal de la SHBG [73,74].

o] Gy
® WA- =

FP4 FP3 FP2 FP1
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Figura 5: Regulacio transcripcional del promotor proximalo P.. Al P. de la SHBG
existeixen fins a 17 regions que regulen en cis. En aquesta figura es mostren les regions
que comprenen des del FP1 al FP4, les més ben caracteritzades. L'HNF-4a i el COUP-TFI
s’uneixen a la regio del FP1, el primer activa I'expressio génica i el segon la reprimeix. No
es coneix cap factor de transcripcio que s’uneixi al FP2. L’'ERq, I'HNF4aq, el CAR i el PPARy
poden unir-se al FP3 que conté un motiu DR1. Els tres primers activen I'expressio genica,
mentre que, I'tltim l'inhibeix. Al FP4 s’ha descrit la unié d’'USF1/2, pero aquest factor té poc
impacte amb I'expressié hepatica de la SHBG. Figura modificada de: Simd R, et al. Trends
Endocrinol Metab. 2015 Jul;26(7):376-83.

El FP3 es localitza a 50 pb del lloc d’inici de la transcripcié de la SHBG i
també hi ha un motiu DR1. S’ha descrit la unié de diversos factors de transcripcio,
entre ells HNF-4a i COUP-TFI, el primer activa I'expressio i el segon l'inhibeix
[73,74]. També s’ha descrit la unié del receptor d’estrogens alfa (ERa: Estrogen
receptor alpha) que activa I'expressié de la SHBG [48] i del receptor constitutiu
d’androsta (CAR: Constitutive androstane receptor), el qual, quan uneix al

resveratrol (RSV), s'uneix al motiu DR1 del FP3 i activa I'expressio de la SHBG
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[75]. Contrariament, també s’ha descrit la unid del receptor activat per
proliferadors de peroxisoma gamma (PPARYy: Peroxisome proliferator activated
receptor gamma), el qual reprimeix I'expressié de la SHBG ( ) [76]. Al FP3
del promotor de la SHBG s’hi poden unir potencialment altres receptors nuclears,
com per exemple el receptor X hepatic (LXR: Liver X Receptor) o el receptor X de
farnesoide (FXR: Farnesoid X Receptor), competint tots ells pels mateixos llocs
d’unié on s’uneixen HNF-4a i PPARYy [27].

Finalment, al FP4 s’ha caracteritzat un lloc d’unié dels factors de
transcripcio estimulats corrent amunt (USF: Upstream stimulatory factors), la unié
dels quals sembla que no sigui indispensable per I'expressio de la SHBG hepatica
( ) [44], perO, com es veura en el seglent apartat, si que té repercussio

en I'expressio de la SHBG als testicles.

A uns 800 pb amunt del promotor proximal, entre el FP16 i el FP17, s’ha
observat una regié que regula I'expressio de la SHBG. Aquesta regié conté una
repeticio en tandem (TAAAA)., que quan es troba sis vegades repetida reprimeix
'expressio de la SHBG [77]. A més, al FP2, al FP5 i al FP6 s’han identificat
possibles llocs d’'unié de factors de transcripcio, tot i aixd, encara no se n’ha
descrit i caracteritzat cap. Amb tot, la regulaci6 de I'expressid de la SHBG
hepatica podria ser encara més complexa del que es coneix fins al moment. Més
endavant, s’aprofundeix en detall amb els factors de transcripcio, aixi com, amb

els polimorfismes descrits que regulen I'expressid hepatica de la SHBG.

L’expressio de la SHBG humana als testicles esta regulada pel P, el qual
esta situat a 1.9 kb upstream del P.. En humans, I'expressio de la SHBG als
testicles es dona a les cel-lules germinals dels testicles [51] i s’ha observat que es
generen dos transcrits diferents. Els dos transcrits presenten un exé 1 alternatiu:
'exd A1. Agquest exd no conté la sequéncia del peptid senyal de secrecio, per tant,
la SHBG sintetitzada als testicles no se secreta i s'acumula dins de les cél-lules
germinals, concretament, a I'acrosoma [53]. L’exd A1 tampoc presenta cap ATG

en marc de lectura i es creu que l'inici de la transcripcio es dona a 'ATG situat a
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'exd 2 a la metionina numero trenta [8]. La diferéncia entre els dos transcrits
detectats als testicles és que un d’ells presenta la resta d’exons, del 2 al 8, amb
normalitat. Per contra, I'altre transcrit detectat no presenta els 208 pb de I'ex6 7
es creu que aquest transcrit generaria una proteina truncada que seria degradada
rapidament [51]. La funcié de la SHBG testicular encara és desconeguda, tot i
que es creu que pot ser clau en la maduracié de 'esperma ja que pot unir amb
gran afinitat a esteroides sexuals. A més, s’ha observat que la concentracio de la
SHBG disminueix amb I'edat i correlaciona positivament amb la motilitat de

'esperma [78].

A diferencia dels humans, els ratolins només expressen la Shbg al fetge
de forma transitoria durant I'etapa fetal [23]. En edat adulta no hi ha expressio de
la Shbg en aquest organ i, per tant, tampoc s’observa presencia de la Shbg a la
sang d’aquests animals. Es creu que I'expressio del gen de la Shbg és clau durant
el desenvolupament fetal del fetge, ja que és I'nic moment que els ratolins i altres

rosegadors I'expressen en aquest teixit [44].

Els ratolins expressen la Shbg a les cel-lules de Sertoli dels tubs seminifers
dels testicles, la secreten al fluid seminal i alla, és transportada a I'epididim per ser
internalitzada a les cél-lules epitelials [79]. La Shbg expressada als testicles dels
ratolins és una proteina homologa a la SHBG humana i comparteixen la mateixa
sequéncia d’aminoacids, pero es diferencien en la glicosilacid de la proteina
[24,80]. La Shbg té la funcid de mantenir elevats els nivells d'androgens als
testicles i a l'epididim i de transportar els esteroides sexuals per regular
lespermatogenesi, a més, s’ha utilitzat com a marcador del funcionament de les

cél-lules de Sertoli [79,81].

La diferéncia en I'expressio de la SHBG entre humans i ratolins és deguda
a I'evolucié del promotor de la SHBG. Els rosegadors expressen la SHBG a les
cel-lules de Sertoli [52], i no a les cél-lules germinals dels testicles com ho fan els
humans [51], degut a l'aparicid durant I'evolucio del FP4 al P i del promotor

alternatiu P, els quals estan presents en la zona del promotor del gen de la SHBG
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humana i dels ximpanzés, perd no en la zona del promotor d’altres espécies
(Figura 6) [52]. El ratoli, tot i que no es mostri a la Figura 6, tampoc presenta al
la regio del FP4 al promotor proximal, el qual uneix USF1/2, ni hi ha preséncia del
promotor distal Pr. En humans, als testicles, la unié dels factors USF1 i USF2 a la
regio del FP4 del gen de la SHBG reprimeix I'expressio de la SHBG a les cél-lules
de Sertoli [52]. Aquest fet s’ha pogut demostrar realitzant estudis amb el ratoli
transgénic per la SHBG humana, aquests resultats seran explicats detalladament
a un apartat posterior. En canvi, les espécies que no presenten la regio del FP4 al
promotor proximal del gen de la SHBG expressen la SHBG a les cél-lules de Sertoli

i no a les ceél-lules germinals dels testicles, com és el cas del ratoli [52].

Human CCCCAGAGGGGTGATAGCTGAGTCTTGTGACTGGGCCCCTGGGCAGGGGTCA-AGGGTCAGTGCCC -57
Chimp CCCCAGAGGGGTGATAGCTGAGTCTTGTGACTGGGCCCCTGGGCAGGGGTCA-AGGGTCAGTGCCC

Sheep  CCTCAGAGG-——-——========== === ————mmmmm oo GGCCAGAGGGTCAGTGGCC
Rabbit CCGGAGAGG-=========== === == — oo GGCCATAGGGTCAGTGGCC
Rat CTTCAGAGGGGCCGCAT ~= = === === = === === —mmmmmmm oo GGTCA--GGGTCAGTGTCC
* * Kk k kK *k kK khkkkkkkkk kK

FP4 FP3

Human CTGTTTCCTTTACCCCCTCCTCCCC--GGGCAACCTTTAACCCTCCACCGCCCACACGCAAGGCTG +1
Chimp CTGTTTCCTTTACCCCCTCCTCCCC--GGGCAACCTTTAACCCTCCACCGCCCACACGCAAGGCTG
Sheep CTGTCTCCTGCCCCCCTTCTTCCCCCAGGGCAACCTTTAACCCTCCAACAACCATGTGGAAGGCTG

Rabbit CTGTC------- CCTCTTCCCCCGCCAGGGCAACCTTTAGCCTTCCACCACCCTTTGGCAAAGCTG
Rat CTATCTCTTGCCCCCCTTCTTCCCCCGGAGCAACCTTTAACCCTCCACCACCCATGTGAGAGGCTA
**x Kk *k Kk koK **x Kk * kkkkkkhkkhkk kk Kkkk K * x * s odealede

FP2 FP1

Figura 6: Comparacio filogenetica de les sequiencies del promotor de la SHBG.

La sequencia de nucleotids del promotor proximal del gen de la SHBG humana situats
des de -57 a +1, que comprenen la regi6é que va des del FP1 al FP4, alineats amb la
sequeéncia dels promotors de la SHBG d'altres espécies. Subratllada es troba la zona
on s’'uneix USF1/2 al FP4, només present en humans i en ximpanzés. Figura extreta
de: Selva DM, et al. J Biol Chem. 2005 Feb 11,280(6):4462-4468.

1.1.3.3. El ratoli transgénic per la SHBG humana

Les diferéncies d’expressio de la SHBG entre humans i ximpanzés amb
la resta d'animals ha comportat una limitacio alhora d’estudiar in vivo la regulacio
de la SHBG humana. Per aquest motiu, a finals dels anys noranta, Janne et al.
(1998) van desenvolupar el ratoli transgenic per la SHBG humana [54], el qual ha

estat ampliament utilitzat per estudiar la regulacio¢ de la SHBG humana.
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Janne et al. (1998) van generar dues linies de ratolins transgénics per la
SHBG humana diferents mitjangant la insercié per microinjeccid de diferents
transgens al nucli d’'embrions de ratoli. Els ratolins que van ser anomenats shbg4
se’ls hi va introduir un transgen de 4,3 kb que contenia la sequéncia codificant
dels vuit exons de la SHBG i 0,85 kb de I'ADN flanquejant a 5', és a dir, la regio
del PL [54]. L'altre linia de ratolins generats es va anomenar shbg17, ja que se’ls
hi va introduir un transgen d’11 kb, el qual contenia la regié amb els vuit exons de
la SHBG i 5 kb d’ADN de la regio flanquejant a 5°, corresponents a la sequéncia
dels exons 1 alternatius que ja havien estat identificats als testicles humans
[23,54].

Els dos models de ratolins transgénics per la SHBG humana presentaven
expressio de la SHBG humana al fetge, aquest fet va fer concloure que tota la
informacié necessaria per expressar la SHBG al fetge es troba compresa al
transgen de 4,3 kb, on només hi ha 0,85 kb de la regi6 5’ upstream de I'ex6 1, la

qual correspon al P, [54].

Com es pot observar ala , 'expressio hepatica de la SHBG
es dona als hepatocits i s’observa meés expressio als hepatocits de la regié
periportal dels Iobuls hepatics que als hepatdcits que rodegen la vena central.
Aquests animals també presenten SHBG a la sang, tot i que en concentracions
deu vegades meés elevades que les detectades en el plasma dels humans
[54].També hi ha expressio de la SHBG humana al rony6 de les dues linies de
ratoli generades, per tant, I'expressié al ronyd estaria regulada pel mateix
promotor que regula I'expressio de la SHBG al fetge, és a dir, el PL. Concretament,
i com es pot veure a la , la SHBG es localitza al citoplasma de les
cél-lules epitelials del tubul contort proximal i la proteina és secretada, ja que
compta amb I'exd 1 amb el péptid senyal de secrecid, a més, s’ha observat
preséncia de la SHBG humana a l'orina dels animals transgenics per la SHBG
humana [54].
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Figura 7: Localitzaci6 cel-lular de la SHBG humana als ratolins transgenics per la SHBG
humana. (A) Localitzacio de la SHBG humana immunoreactiva als hepatocits dels ratolins
shbg11. (B) Expressid de ’ARNm de sequéncies antisense de SHBG dels mateix animal
que en (A). (C) Localitzacié de la SHBG humana immunoreactiva en ronyd d’animals
shbg11. (D) Expressié de 'ARNm de sequencies antisense de SHBG dels mateix animal
que en (C). (E) Immunoreaccié de la SHBG humana en testicles de ratolins shbg?1. (F)
Imatges en micrografs en camp fosc de sequencies antisense de SHBG en els testicles del
mateix animal que en (E). (G) Immunoreaccié de la SHBG humana en testicles de ratolins
shbg4. (H) Imatges en micrografs en camp fosc de sequéencies antisense de SHBG en els
testicles del mateix animal que en (G). CV: vena central; PV: vena portal; Fletxes: regions
periportals. g: posicié d’un glomérul. Imatge modificada de: Janne M, et al. Mol Endocrinol
1998 Jan; 12(1):123-136

Pel que fa als testicles, es va detectar presencia de la proteina SHBG
humana als testicles de les dues linies d’animals transgenics generades, com es
pot observar a les Figura 7E | 7G, perd només es va observar expressié de la
SHBG huamana als animals shbg771 (Figura 7F i 7H), els quals contenien la
informacié dels exons 1 alternatius. A més, els transcrits detectats als testicles
contenien la sequéncia de I'exd A1 alternatiu i es va observar que I'expressio de
la SHBG humana varia segons I'estadi de I'espermatogenesi [54]. Posteriorment,
es va identificar que I'expressié de la SHBG humana als testicles dels ratolins

transgénics per la SHBG humana es donava a les cél-lules germinals dels testicles
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i no a les cellules de Sertoli [51]. A més, I'any 2005 Selva et al. (2005) van
observar que la unié d’USF1/2 a la regi6 del FP4 reprimeix 'expressio de la SHBG
humana a les cél-lules de Sertoli [52], ja que la delecié de la regio d'unidé d’'USF1/2
del FP4 del promotor proximal dels ratolins transgénics shbg4 activava I'expressié
de la SHBG humana a les cél-lules de Sertoli [52]. A més, els ratolins shbg4 amb
aquesta delecid seguien expressant la SHBG humana al fetge, posant de manifest
que aquesta zona no és necessaria per mantenir I'expressié hepatica de la SHBG
[52,82].

Fenotipicament els ratolins transgenics per la SHBG humana, tant els
shbg4 com els shbg11, no presenten diferencies respecte els wild-type (WT) en
el pes total ni en el pes dels drgans on s’observa expressio de la SHBG, com el
fetge, els testicles o els ronyons. Tampoc es van observar diferencies en la
quantitat o morfologia de I'esperma dels ratolins mascles transgenics per la SHBG

humana ni en la fertilitat d’aquests respecte als ratolins WT [54].

Gracies als ratolins transgénics per la SHBG humana s’han pogut
identificar les diferents unitats transcripcionals teixit-especifiques del promotor de
la SHBG. El ratoli shbg4, que d’aqui en endavant sera anomenat genericament
ratoli transgenic per la SHBG humana, ha estat el més utilitzat per I'estudi de la
regulacié hepatica de la SHBG humana, gracies a que la SHBG humana en
aquests ratolins esta regulada pel seu propi promotor (P.). Per tant, amb el ratoli
transgénic par la SHBG humana s’ha pogut analitzar in vivo la regulacié hepatica
de la SHBG humana i descobrir nous factors de transcripcié implicats en aquesta

regulacio.

S’han identificat diversos factors de transcripcid que regulen I'expressio
hepatica de la SHBG. Variacions dels nivells de cadascun d’ells poden contribuir
a canvis en I'expressio hepatica de la SHBG. A continuacio, s’expliquen en detall
els diversos factors de transcripcid que s’uneixen a diferents regions de FP del P.

de la SHBG i que ja han estat descrits préviament.
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L’HNF-4a és considerat el factor de transcripcid principal que regula
'expressid hepatica de la SHBG. L’HNF-4a compta amb dos llocs d’'unié al
promotor proximal de la SHBG, s’uneix a les regions DR1 del FP1 idel FP3 (

) i activa I'expressio de la SHBG [73].

L’HNF-4a, també anomenat NR2A1 (de les seves sigles en anglés
Nuclear Receptor subfamily 2, group A membre 1), és un receptor nuclear
altament conservat, membre de la superfamilia de receptors nuclears dependents
de lligand [83] i considerat un factor de transcripcio enriquit al fetge essencial pel
manteniment del fetge, tant fetal com adult [84]. Durant anys, 'HNF-4a va ser
classificat com un receptor nuclear orfe, ja que no s’havia identificat el seu lligand,
pero I'any 2009 Yuan et al. van descriure I'acid linoleic com el seu lligand endogen
[85]. Tot i aixo, la unid d’aquest lligand és reversible i no és necessaria perqué
'HNF-4a inicii la transcripciod dels seus gens diana [85]. L’'HNF-4a reconeix i
s’uneix a llocs DR1, perd també reconeix, amb més baixa afinitat, llocs de repeticié

directe 2 (DR2), és a dir, hexamers repetits separats per dos nucleotids [86].

Molts dels gens que 'HNF-4a regula estan involucrats en el transport i
metabolisme de nutrients, en I'hematopoesi, en la detoxificacié de drogues i de
xenobidtics, en la resposta immunitaria i en la diferenciacio hepatica [84,87-90].
En humans, 'HNF-4a esta codificat pel gen HNF4A i es troba expressat
majoritariament al fetge, als ronyons i al tracte intestinal [83], tot i que també hi ha
expressio al pancreas, a l'estobmac i a I'endoderma visceral de I'embrié en

desenvolupament [83,84,91].

S’han descrit fins a dotze variants transcripcionals o isoformes d’'HNF-4a,
tant en humans com en ratolins [92-94]. Son dos promotors, separats per 46 kb,
els responsables de I'expressio de les diferents isoformes descrites: el promotor
proximal, anomenat P1, i el promotor distal, anomenat P2. Les isoformes HNF-
40(1-6) o P1-HNF-4a, s’expressen sota la regulacié del promotor proximal P1, en
canvi, les isoformes HNF-4a(7-12) o P2-HNF-4a, son expressades sota la

regulacio del promotor distal P2 ( ) [94].
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Les isoformes P1-HNF-4a i P2-HNF-4a es diferencien per la regié N-
terminal, concretament, per la regié A/B (Figura 8). Aquesta regié conté el domini
AF-1 de transactivacio, que s’activa independentment d’'uni¢ amb lligand i permet

la unié de correguldaors o d’altres factors de transcripcio [95]. Les isoformes P2-

HNF-4a no presenten el domini AF-1 [94,96,97] i s’ha descrit, en diversos
contextos, que aquests isoformes presenten un poder transcripcional menor que

les isoformes candniques P1-HNF-4a [94,98].
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Figura 8: Expressio de les 12 isoformes conegudes d’HNF-4a regulades pel promotor
proximal P1 o el promotor distal P2. Les isoformes HNF-4a(1-6) estan regulades pel
promotor P1 i les isoformes HNF-4a(7-12) es troben sota la regulacié del promotor P2.
Diversos esdeveniments de splicing alternatiu generen les dotze isoformes descrites. Figura
extreta de: Lambert E, et al. Mol Cell Proteomics. 2020 May; 19(5):808-827.

Les isoformes HNF-4a(4-6), anomenades P1b, també presenten un
poder transcripcional menor respecte les isoformes P1-HNF-4a candniques. Com
es pot observar a la Figura 8, les isoformes P1b tampoc contenen el domini AF-1
a la seva regié A/B [94]. L’altra diferéncia entre les dotze isoformes detectades
esta situat a I'extrem C-terminal [94], tot i aix0, el domini AF-2, una segona regio
de trasnactivacio, esta present en totes les isoformes d’HNF-4a [94]. En un estudi,
Briangon i Weiss (2006) van generar dues linies de ratolins, una d’elles només
expressava especificament l'isoforma P1 HNF-4a1 i, l'altra, I'isoforma P2 HNF-

4a7 al fetge. Com es pot veure a la Figura 8, aquests dues isoformes només es
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diferencien pel domini A/B, presentant la primera la regié AF-1 ila segona no [99].
En aquest estudi es va observar una expressio diferencial de certs gens diana

d’HNF-4a, demostrant que alguns d’ells son dependents del domini AF-1 [99].

L’expressio de cada isoforma és depenent de teixit, perd encara no se
sap ben bé la funcié de cada una d’elles, a més, 'HNF-4a pot formar homodimers
entre dues isoformes iguals, perd també heterodimers entre isoformes diferents,
repercutint en I'activacio o repressio dels seus gens diana [100]. Al fetge adult sa
hi predomina l'expressié de les isoformes P1-HNF-4a, en canvi, durant el
desenvolupament fetal, s’observa expressio tant de les isoformes P1-HNF-4a com
de les P2-HNF-4a [101]. A més, durant el desenvolupament del carcinoma
hepatocel-lular o hepatocarcinoma (HCC: Hepatocellular carcinoma) s’ha descrit
un augment de les isoformes P2-HNF-4a i una disminucio de les isoformes P1-
HNF-4a [102,103].

L’HNF-4a és un dels factors de transcripcid essencials per I'expressio
hepatica de la SHBG [73]. Diversos estudis han demostrat que la modificacio dels
nivells d’HNF-4a és una de les vies principals per augmentar o disminuir els nivells
d’expressio de la SHBG al fetge [104-108], tot i aixd, no se sap la implicacié de

les diferents isoformes d’'HNF-4a en aquesta regulacio.

El PPARYy, juntament amb I'HNF-4q, és un dels factors de transcripciod
principals que regulen I'expressio de la SHBG hepatica. EI PPARy s’uneix a la regio
del FP3 del promotor de la SHBG, competint amb altres factors de transcripcio, i

reprimeix I'expressio hepatica de la SHBG ( ) [76]..

El PPARy forma part de la familia de receptors nuclears activats per
proliferadors del peroxisoma (PPAR), on també hi formen part el PPARa i el
PPARDS-B. Aguests factors estan involucrats en la regulacio transcripcional de
gens implicats en el metabolisme dels lipids, el balan¢ energetic, la homedstasis

de la glucosa i la inflamacio, entre molts altres processos [109].
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El PPARYy pot estar activat per diversos lligands, entre ells, els metabolits
de l'acid araquidonic [110]. Tot i aixd, també el poden activar compostos exdgens,

com per exemple els disruptors endocrins quimics [111].

Es coneixen tres isoformes de PPARy generades per splicing alternatiu:
PPARy1, PPARy2 i PPARY3, les quals es troben altament expressades al teixit
adip6s on son inductors de la diferenciacié dels adipocits [112,113]. El PPARy
també es troba expressat al fetge en diversos tipus cel-lulars. Als hepatocits, el
PPARYy és responsable de la regulacio de gens implicats en el metabolisme dels
lipids. Entre els seus diana es troben l'acid gras sintasa (FAS) i I'acetil CoA
carboxilasa (ACC1), els quals estan involucrats amb la lipogénesis de novo (DNL:
de novo lipogenesis). PPARy també controla I'expressio de la proteina d’adipocit
2 o0 també anomenada proteina d’uni6 a acid gras (aP2 o FABP4) i la translocasa
d’acid gras CD36, les quals estan implicades amb la importacié d’acids grassos
lliures [114].

S’ha observat que l'isoforma PPARy2 té una activitat transcripcional entre
cinc i deu vagades major que PPARy1 [115]. En aquest sentit, Selva et al. (2009)
van observar que la sobreexpressio de la variant PPARy2 Pro12 era més efectiva
reduint els nivells de la SHBG que la variant PPARy2 Ala12, degut a que la variant
PPARy2 Pro12 presenta una activitat d'unié a elements de resposta a PPARy
major que la variant PPARy2 Ala12 [76].

Els nivells d’expressio de I'isoforma PPARy2 es troben augmentats als
fetges de models animals d’obesitat i d’esteatosis hepatica [116-119] i existeix
una correlacio positiva entre I'acumulacié de greix hepatic i els nivells d’expressio
de PPARy2 en humans [120]. En aquestes condicions patologiques, com és
'obesitat i la esteatosis hepatica, la qual pot forma part de la malaltia del fetge
gras no alcoholica (NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease), també s’observen
nivells plasmatics disminuits de la SHBG, provocats per un augment dels nivells
de PPARYy i una disminucio dels nivells d’HNF-4a [121], aquest fet s’explicara en

detall més endavant.
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Al promotor de la SHBG s’han identificat dos llocs d’'unié al factor de
transcripcio COUP-TF, un situat al FP1, competint amb I'HNF-4a per I'expressié
basal de la SHBG, i l'altre situat al FP3, on s’hi uneixen diversos factors de
transcripcio [48]. La unié de COUP-TF al promotor de la SHBG en reprimeix la

seva expressio hepatica [73].

Els COUP-TFs son membres de la superfamilia dels receptors nuclears
orfes, ja que no se n’ha identificat un lligand. En vertebrats, s’han identificat tres
gens homolegs de COUP-TF: el COUP-TFI, també anomenat receptor nuclear de
la subfamilia 2 grup F membre 1 (NR2FT1), el COUP-TFIl, anomenat també
receptor nuclear de la subfamilia 2 grup F membre 2 (NR2F2) i el COUP-TFIII, el
qual s’ha anomenat receptor nuclear de la subfamilia 2 grup F membre 6 (NR2F6),
sent aquest Ultim el més divergent dels tres [122,123]. Els COUP-TFs estan
involucrats en molts processos bioldgics, com per exemple en I'organogénesi, el
metabolisme energétic i, al fetge, COUP-TFII controla gens involucrats en la -

oxidacio dels acids grassos i del metabolisme de la glucosa [122].

Els COUP-TFs poden activar o reprimir I'expressié de manera gen-
especifica unint-se al DR AGGTCA [124] i poden interferir en la transactivacio
d’altres factors de transcripcid, tant unint-se al seu lloc d’unié al promotor dels
gens diana d’aquests factors, com segrestant el receptor X de retinoides (RXR:
Retinoid X receptor) impedint que dimeritzi amb altres factors de transcripcio
[122,125]. En el cas del promotor de la SHBG, el COUP-TF ocupa els mateixos
llocs d’'uni6é que 'HNF-4a al FP1 i al FP3, per tant, competeix per aquests llocs
d’unié i quan el COUP-TF esta unit al promotor, es reprimeix I'expressié de la
SHBG al fetge [73].

Els factors de transcripcido USF1/2 son membres de la familia dels factors
de transcripci6 caracteritzats pel domini basic hélix-loop-helix (bHLH), els quals

s’'uneixen a sequencies d’ADN amb motius coneguts com caixes-E (CACGTG)
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[126,127]. Els USFs poden formar homodimers o heterodimers [127] i activen
nombrosos gens com per exemple a la piruvat quinasa [128], al col-lagen tipus 1
[129]iala FAS [130].

La uni6é d'USF1/2 al FP4 del promotor de la SHBG humana reprimeix
I'expressid de la SHBG a les cel-lules de Sertoli, sent el responsable de les
diferéncies d’expressio de la SHBG/Shbg que existeixen entre espécies [52]. En
canvi, al fetge, la unid6 d’'USF1/2 activa lleugerament I'expressié de la SHBG,
encara que aguesta unié no és necessaria per mantenir I'expressié hepatica basal
de la SHBG [52,82].

L’ERa és un receptor nuclear activat per lligand, el qual s’activa per la
unié dels estrogens, forma homodimers i s’'uneix als elements de resposta a
estrogens que es troben als promotors del seus gen diana. Tot i aix0, 'ERa també
pot associar-se a altres factors de transcripcid per corregular gens [131,132].
L’ERa regula la transcripcié de multiples gens en diferents teixits, com per

exemple als teixits reproductius, al cervell, als ossos o al teixit adipds [133-136].

Al FP3 del promotor de la SHBG s’ha descrit un lloc d’'unié d’ERaq, el qual
activaria I'expressio de la SHBG [48], sent ERa l'intermediari de I'augment de la

SHBG observat després del tractament amb estrogens [137].

El CAR forma part de la superfamilia de receptors nuclears i també
s’anomena receptor nuclear de la subfamilia 1, grup I, membre 3 (NR1I3).
Coordina la resposta cel-lular a I'estimul de quimics, tant endogens com exdgens,
regulant I'expressio dels seus gens diana i la seva funcié principal és la regulacio
del metabolisme de xenobidtics i la detoxifiacid i neteja de quimics al fetge
[138,139]. El CAR controla I'expressio de molts gens dels enzims del citocrom
P450 (CYPs). Per exemple, el CAR indueix I'expressio dels gens CYP2B6,
CYP3A4, CYP2Cs, els quals son responsables de metabolitzar al fetge multiples

36



Introduccio

drogues i quimics [140]. Altres gens diana del CAR son els enzims uridina-difosfat
glucuroniltransferasa (UGT) [141]. EI CAR també modula diverses funcions
hepatiques com 'homeodstasi energética i regula I'expressio de gens implicats en
el metabolisme, com la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa (PEPCK) o la glucosa-6-
fosfatasa (G6Pase), entre d’altres [142].

Per regular 'expressié génica, el CAR s’activa per multiples quimics
xenobiodtics [143] i, un cop activat, dimeritza amb RXR al nucli per unir-se a les
sequiéncies anomenades elements de resposta a xenobidtics, usualment
compostes per dues repeticions directes de la sequencia AG(G/T)TCA [144]. Tot
i aix0, el CAR pot activar-se indirectament, ja que existeixen lligands que activen
la translocacio del CAR al nucli sense unir-se a ell, com per exemple el fenobarbital
[145]. També s’ha observat que el CAR competeix amb I'HNF-4a per la uni6 a
elements DR1 als promotors dels gens de CYP7A7 i de PEPCK [146]. A més,
existeix una selectivitat entre espécies dels lligands al CAR, per exemple, el
xenobiotic 1,4-bis-[2-(3,5,-dicloropiridiloxi)]-benze (TCPOBOP) activa el Car de
ratoli, en canvi, no afecta al CAR huma [147,148], aquest fet fa perillosa
I'extrapolacio dels resultats que es s'observen sobre el Car en models animals
[141].

En un estudi previ dut a terme al nostre laboratori, mitjiangant experiments
in vitro amb cel-lules HepG2 i experiments in vivo amb el ratoli transgénic per la
SHBG huamana, es va demostrar que el CAR huma activat pel RSV s’uneix al
promotor de la SHBG a I'element DR1 (GGGTCAAGGGTCA), situat a 70 pb
upstream del promotor proximal, i activa I'expressio de la SHBG [75]. Aquesta
activacié és especifica del CAR huma, ja que el tractament amb RSV a ratolins
transgeénics per la SHBG humana no modifcava I'expressio de la SHBG [75]. En
canvi, utilitzant una nova linia de ratolins doble transgenics (transgenics per la
SHBG humana i transgénics pel CAR huma) es va observar que el tractament
amb RSV augmentava I'expressio de la SHBG [75]. A més, en el mateix estudi, es
va observar una correlacio positiva entre els nivells d’expressio hepatics de CAR

i de SHBG en bidpsies hepatiques humanes [75].
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1.1.5. Estructura proteica de la SHBG

La SHBG produida als hepatdcits consisteix en 402 aminoacids, 29 dels
quals pertanyen al peptid senyal situat a I'extrem amino-terminal (N-terminal) [20],

el qual és escindit quan la proteina es tradueix. Durant la traduccié de la proteina

SHBG aquesta pateix diferents modificacions post-traduccionals, entre elles
diverses glicosilacions, i se secreta a la sang [11,20]. Per tant, la SHBG
plasmatica circula com un homodimer glicosilat de 92.5 kDa [30,149,150], el qual
conté dos monodmers identics de 373 aminoacids, de 40,5 kDa cadascun. Les
dues subunitats de 'homodimer de la SHBG son capaces d’unir esteroide sexual
i pot ser que un estigui ocupat i I'altre no o que els dos llocs d’unié a esteroide

estiguin ocupats pel mateix o per diferents esteroides sexuals [151].

C-terminal  N-terminal N-terminal C-terminal
LG-domain LG-domain LG-domain LG-domain

Figura 9: Estructura proteica de la SHBG i els seus dominis. El
domini LG de I'extrem N-terminal, on hi ha el lloc d’unio6 a esteroide
(en groc), esta compost des de I'aminoacid 13 al 188. Figura
adaptada de: Avvakumov, GV, et al. Mol Cell Endocrinol. 2010
Mar 6,316(1):13-23.
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Gracies als estudis de cristal-litzacio, els dominis que composen la SHBG
han estat caracteritzats, tot i que només s’ha pogut cristal-litzar la SHBG en
complex amb diferents esteroides sexuals o altres lligands, ja que la unio
estabilitza la formacié de 'homodimer [31]. Cada mondmer de la SHBG conté dos
dominis laminin G-like (dominis LG) situats als dos extrems [31,70], els quals es

col-loquen de manera oposada i s’'uneixen pels dominis LG de I'extrem N-terminal

( ) [31].

El domini LG de I'extrem N-terminal esta codificat pels exons 2-5. En
aquest domini hi ha situat el lloc d’uni¢ a esteroide, el domini de dimeritzacié [152],
un lloc d’'unié a calci que estabilitza la formacié de 'hnomodimer, dos llocs d'unié a
zinc, un dels quals influeix en la especificitat d’uni6 a esteroide, i un lloc d'O-
glicosilacio [31]. Per altra banda, el domini LG de I'extrem carboxiterminal (C-

terminal) conté llocs altament conservats de N-glicosilacié [70,150,153].

Al domini LG de I'extrem N-terminal hi ha situat el lloc d’uni6 a esteroide
[70], el qual esta altament conservat en tots els vertebrats, incloent una serina
(que en humans esta situada a la posicié Ser42) que esta situada al fons de la
butxaca d’'unio i és essencial per la uni¢ a esteroide [44]. L’esteroide sexual es
troba al centre del domini LG N-terminal i s’intercala al fons hidrofobic format per
dues lamines beta [31], per tant, els esteroides sexuals queden profundament
enterrats al fons de la butxaca d'unid i només el 2% de l'esteroide sexual és
accessible des de I'exterior [31]. La majoria de residus del lloc d’uni¢ a esteroide

son hidrofobics, perd també es duen a terme ponts d’hidrogen.

No tots els esteroides sexuals s'uneixen a la SHBG en la mateixa
orientacié. Els androgens s’uneixen per un pont d’hidrogen entre els grups
funcionals a la posicio C3 de I'anell A dels androgens [154] i el grup hidroxil de la
Ser42 de la SHBG, en canvi, els estrogens realitzen aquest pont d’hidrogen entre
el grup hidroxil C17 de I'anell D [30,154]. Per tant, els androgens i els estrogens,
a l'unir-se a la SHBG, queden en orientacions contraries. Aquesta diferéncia pot

ser de gran importancia, ja que altera la posicié d’'un loop que es troba prop de
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I'entrada al lloc d’uni6 a esteroide [31] i s’'indueixen canvis als residus que queden
exposats a la superficie de la proteina, fet que podria influir en les interaccions
entre la SHBG amb altres proteines o macromolécules de manera lligand-

dependent [31].

Diversos disruptors endocrins es poden unir a la SHBG, com per exemple
algunes flavonones, calcones, ftalats, parabens, derivats de les benzofenones,
derivats de difeniletilens, derivats de difenilmeta, derivats de bibenzil i estilbens
[155].

Els monomers de la SHBG posseeixen una gran afinitat entre ells, per
aquesta rao, dimeritzen quan se sintetitzen i son secretats en forma d’homodimer
[44,68]. La dimeritzacio és necessaria per formar el lloc d’'unié a esteroide [68],
ja que cada monomer forma la interfase de les dues lamines beta, unides per vuit
ponts d’hidrogen, i forma les catorze lamines beta plegades donant lloc a la forma
cilindrica de 'homodimer madur ( ) [151,152]. Aquest procés crea la
butxaca del lloc d'unic a esteroide [68]. La unid entre els monomers és
predominantment hidrofobica i es dur a terme en residus conservats
filogenéticament: a I'alanina 85 (Ala85), la leucina 87 (Leu87), la valina 89 (Val89),
la Leu122, la Leu124, 'Ala91 i la Val 121. Tot i aix0, també hi ha interaccions

polars amb els residus de 'aspartic 73 (Asp73) i de 'arginina 125 (Arg125) [31].

Tant les union de cations de calci (Ca?*) com de cations de zinc (Zn?*) a
la proteina SHBG son necessaries per mantenir I'estabilitat del dimer plegat, a
més, també es requereix la unié a esteroide per mantenir la integritat de
I'hnomodimer [156]. Els llocs d’'unié a metalls es troben localitzats al domini N-
terminal. La unidé de Ca?* ajuda a estabilitzar la formacio del dimer [68,70] i una
unié de Zn?*, situada a prop de la interfase del dimer, també ajuda al manteniment
d’aquesta integritat [153]. Existeix una altre lloc d’unié a Zn?*, proxim al lloc d’unié
a esteroide, que en aquest cas, afecta I'especificitat de la unid a esteroide sexual,
ja que quan hi ha Zn?" unit es disminueix I'afinitat de la SHBG per I'estradiol
[153,154].
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Les glicosilacions son les modificacions post-traduccionals més comunes
en proteines extracel-lulars, ja que son necessaries en diversos processos
bioldgics com, per exemple, per plegar la proteina, per mantenir I'estabilitat, per

I'activacio del receptor o per dur a terme una secrecio eficient [157,158].

La proteina madura de la SHBG presenta tres glicosilacions. Una O-
glicosilacio a la treonina 7 (Thr7) del domini LG de la regido N-terminal i dues N-
glicosilacions als residus d’asparagina en posici¢ 351367 (Asn351 i Asn367) del
domini LG C-terminal [20,31,67,159]. A I'O-glicosilacié s’hi uneix el disacarid Gal-
GalNAc, que pot unir-se a grups sialil, en canvi, als llocs de N-glicosilacio s'hi

uneixen una gran varietat de cadenes d’oligosacarids.

La glicosilacio de la proteina perllonga la vida mitja en sang de la SHBG i
la protegeix de les proteases, perod no influeix en la unié a esteroide [31,160,161].
A més, les glicosilacions poden modificar la taxa d’aclariment de la SHBG en sang
i les interaccions amb altres macromolécules [161,162]. Les glicosilacions de la
SHBG també son responsables de les diferents subunitats detectades en plasma,
on s’hi observen subunitats de 52 i de 48 kDa, , en una relacio 10:1, degut a les

diferencies en la utilitzaci¢ d’oligosacarids a 'Asn351 i '’Asn367[159,163].

Totes les especies de vertebrats, a excepcio dels ocells, presenten SHBG
a la sang en algun moment del seu cicle de vida [164], sent la SHBG el principal

transportador d’esteroides sexuals en vertebrats.

Com es pot observar a la , els nivells plasmatics de la SHBG
humana fluctuen durant tot el cicle de la vida d’'una persona, a més, poden estar
influenciats per alteracions fisiopatoldgiques, per tractaments hormonals exdgens

i per altres factors que s’explicaran més endavant.
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Rangs de referéncia de les concentracions plasmatiques de la SHBG (nM) en
diferents edats en humans. Extret de Hammond GL. Biol Reprod. 2011 Sep;85(3):431-41.

Edat Rang (nM)
Infants (1-23 mesos) 60 - 252
Prepuberal (1-8 anys) 72 -220
Nois 16 - 100

Puberal Noies 36-125
Homes 20-60

Edat Pre-menopausica 40-120
adulta  Dones Post-menopausica 28-112

En mamifers la produccidé hepatica de la SHBG durant el
desenvolupament fetal és un moment critic, ja que en ratolins i en rates és I'Unica
etapa on s’ha observat expressid hepatica de la SHBG, i per tant, preséncia de
SHBG al plasma [23,165]. Aquest fet coincideix amb I'aparicié del receptor de
I’'hormona luteinitzant i dels enzims esteroidogénics necessaris per la biosintesi de
la testosterona als testicles [166]. En conills també s’ha observat que augmenta
I'expressid hepatica de la SHBG en el fetus en el moment de produccié de

testosterona [167].

En humans, els nivells plasmatics de la SHBG al fetus son similars tant
en nens com en nenes aixi com en el liquid amniodtic [168,169]. No esta ben
definida la funcié de la SHBG en I'etapa fetal, perd es creu que podria servir per
protegir als fetus femenins de I'exposicié a androgens a I'Uter i de la regulacié de

I'accio dels androgens en la diferenciacio sexual masculina [44].

Els nivells de la SHBG al plasma de la mare augmenten de cinc a deu
vegades, tant en humans com en conills, al final de 'embaras [167,170]. Aquest
augment podria protegir a la mare de I'exposicio als esteroides sexuals produits
pel fetus durant el desenvolupament fetal [44]. Reforgcant aquesta hipotesi, hi ha
un cas reportat d’'una dona amb deficiencia de SHBG durant 'embaras la qual va

patir androgenitzacio i que va desaparéixer durant el postpart [171].
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En rates i en ratolins, després del naixement, no hi ha preséncia de la
SHBG al plasma, per tant, la SHBG en rosegadors no és essencial pel transport
dels esteroides sexuals [44]. La poca SHBG que es pot detectar a la sang de les

rates adultes prové de les gonades.

En humans, els nivells de la SHBG a la sang del cordd umbilical al néixer
son deu vegades menors que els presents a la sang de la mare, perd durant les
primeres setmanes de vida, els nivells plasmatics de la SHBG van augmentant i
es mantenen relativament alts fins a la pubertat, tant en nois com en noies [172].
L’augment de la SHBG en aquesta etapa vindria explicada per la maduracio en la
produccid i l'accié de les hormones tiroidals [173]. L'augment dels nivells
plasmatics de la SHBG durant la infantesa restringeix les accions dels esteroides

sexuals en aquesta etapa [44,174].

Durant la pubertat hi ha una reduccié progressiva dels nivells plasmatics
de la SHBG. La disminucio dels nivells plasmatics de la SHBG permetria la
maduracié de l'eix hipotalamic—hipofisari-gonadal (HPG) [172,175]. En nois, la
concentracié plasmatica de la SHBG disminueix quatre vegades, en canvi, en
noies, nomeés es redueix a la meitat [170,175]. Aquesta diferéncia sexual es podria
explicar per una exposici¢ diferencial als androgens durant etapes primerenques
que influeix a l'alliberacid6 de 'hormona de creixement pituitaria, generant un
dimorfisme sexual en I'expressié hepatica que pot perdurar fins I'edat adulta i/o

per canvis en I'estat metabolic durant la pubertat [44].

En edat adulta, com es pot observar a la , les dones presenten
concentracions plasmatiques de la SHBG dues vegades majors que els homes.
El rang normal dels nivells plasmatics de la SHBG en homes és de 20-60 nM, en
dones pre-menopausiques aquests nivells es doblen (40-120 nM) i baixen en
dones post-menopausiques (28-112 nM). Els nivells plasmatics de la SHBG

també augmenten durant 'embaras, de cinc a deu vegades, degut a un augment
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dels nivells dels estrogens [170]. De la mateixa manera, en dones tractades amb
anticonceptius basats en estrogens sintetics també s’observa un augment de la
SHBG plasmatica [32]. Aquest increment té influencies en la distribucio
d’androgens i estrogens i s’ha utilitzat el tractament amb anticonceptius orals per

reduir 'exposicio a androgens de dones que pateixen hirsutisme [176].

El rang de normalitat dels nivells plasmatics de la SHBG entre individus
és molt ampli, com es pot observar a la Taula 1, en canvi, les concentracions
plasmatiques de la SHBG en un individu adult sa es mantenen relativament
constants al llarg de la vida de l'individu. Tot i aix0, en diverses malalties els nivells

plasmatics de la SHBG es troben alterats [177].

1.1.6.4. Alteracions dels nivells plasmatics de la SHBG en les

malalties humanes

1.1.6.4.1. Desordres tiroidals

Els nivells plasmatics de la SHBG es troben elevats en individus que
pateixen hipertiroidisme [170]. En canvi, els individus amb hipotiroidisme
presenten nivells lleugerament disminuits de la SHBG plasmatica [170,178,179],
els quals retornen a la normalitat quan son tractats amb triiodotironina (T3) o
tiroxina (T4) [178,180]. Els individus amb resisténcia a les hormones tiroidals
presenten nivells elevats d’hormones tiroidals, en canvi, no s'observen
modificacions en els nivells plasmatics de la SHBG degut a 'acci6 defectuosa de
les hormones tiroidals al fetge d’aquests individus. Per aquest motiu, la mesura
dels nivells plasmatics de la SHBG serveix per avaluar la sensibilitat del fetge a les

hormones tiroidals [180,181].

1.1.6.4.2. Obesitat

Un dels factors que més es relaciona amb els nivells plasmatics de la
SHBG és l'index de massa corporal (IMC), els individus prims presenten nivells
plasmatics de la SHBG més elevats que els individus que pateixen sobrepés o

obesitat [182]. A més, en individus obesos tractats amb cirurgia bariatrica
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s’observa un augment de la SHBG, la qual correlaciona amb la pérdua de pes
[183,184]. En canvi, els individus que pateixen anoréxia nerviosa presenten nivells
molt alts de la SHBG que es normalitzen quan recuperen pes [185]. En humans,
el contingut de triglicerids hepatics correlacionen negativament amb els nivells
plasmatics de la SHBG i I'expressié hepatica de la SHBG [184,186,187].

L’obesitat és un factor de risc per patir diabetis tipus 2 (DMT2), sindrome
metabolic i CVD, malalties en les quals també s’han observat nivells plasmatics

disminuits de la SHBG i caracteritzades per una inflamacié de baix grau [48].

El sindrome metabolic es caracteritza per resisténcia a la insulina,
obesitat, risc de patir una malaltia cardiovascular, preséncia d’adipositat
abdominal, nivells alts de triglicérids i glucosa en sang, nivells plasmatics baixos
de lipoproteina d’alta densitat (HDL) i pressid sanguinia elevada [188]. Molts dels
individus que pateixen DMT2 presenten sindrome metabdlic i el 85% d’individus
amb DMT2 son obesos [189-191]. LA DMT2 es caracteritza per resisténcia a la
insulina, secrecid deficient d’insulina i produccié elevada de glucosa hepatica
[192].

Multiples estudis epidemioldgics mostren nivells plasmatics disminuits de
la SHBG en individus que pateixen el sindrome metabolic [186,193,194] i DMT2
[195-198]. A més, els individus amb el polimorfisme de nucledtid unic (SNP)
rs6259 al gen de la SHBG, els quals presenten nivells disminuits de la SHBG,
tenen un risc més elevat de patir DMT2. En canvi, els individus portadors del SNP
rs6259 al gen de la SHBG, caracteritzats per presentar nivells elevats de la SHBG

plasmatica, tenen un menor risc de patir DMT2 [198-200].

Les malalties cardiovasculars (CVD) comprenen diverses malalties
relacionades amb el cor i el sistema circulatori i vascular, incloent 'aterosclerosi i

les malalties cerebrovascular, entre moltes altres [201]. La incidencia de les
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malalties CVD difereix entre sexes, els homes les desenvolupen deu anys abans
que les dones [201]. En molts estudis epidemioldgics s’ha observat que presentar
nivells plasmatics de la SHBG disminuits és un factor de risc per desenvolupar
una malaltia CVD [202-206], tot i aix0, no es coneix la implicacié de la SHBG en

el desenvolupament de la malaltia CVD.

L’esteatosi hepatica no alcohdlica (NAFLD) representa un conjunt de
desordres hepatics que van de I'esteatosi, marcada per una acumulacié de greix
al fetge, passant per I'esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), on, a més de
'acumulacié de grassa, existeix també una inflamacio, lesid de les cel-lules
hepatiques i fibrogénesi, i les quals poden arribar a estadis més severs com la
cirrosis i 'HCC [207-210]. El 20% de pacients amb NAFLD acabara
desenvolupant NASH, dels quals, entre un 10-15% progressaran a un fetge
cirrotic, fet que augmenta la probabilitat de patir hepatocarcinoma (HCC) [211].
La NAFLD es considera com la manifestacio al fetge del sindrome metabdlic i, avui
en dia, ha esdevingut un problema a nivell mundial, ja que afecta entre un 14-25%
de la poblacio [209].

Diversos estudis mostren nivells plasmatics disminuits de la SHBG en
pacients que pateixen NAFLD i NASH [212-218]. A més, durant els ultims anys,
estudis realitzats al nostre laboratori han pogut determinar els mecanismes
moleculars involucrats en la regulacié hepatica de la SHBG en l'obesitat i
I'esteatosi hepatica [121], els quals seran explicats en detall més endavant. A
més, s’ha observat que la SHBG no és només un biomarcador d’aquestes
malalties, sin® que hi juga un paper terapeutic [219-221]. Tot i aix0, encara no se
saben els mecanismes moleculars que regulen la SHBG durant el
desenvolupament d’estadis més avancgats d’aquesta malaltia, com és la fibrosi

hepatica, i sila SHBG juga algun paper en el seu desenvolupament.
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El sindrome de l'ovari poliquistic (PCOS) és el desordre endocri més
comu en dones en edat reproductiva amb una prevalenca del 8-13%, el qual es
troba en augment [222]. EI PCOS es caracteritza per una morfologia d’ovari amb
multiples quistos, una menstruacié irregular o amenorrea, signes d’excés
d’androgens i obesitat lleu [223]. Les dones amb PCOS presenten un risc més
elevat de patir obesitat, NAFLD, sindrome metabdlic, resisténcia a la insulina,
DMT?2 i infertilitat [223,224].

Son diversos els estudis on s’ha observat que la SHBG es troba
disminuida en dones amb PCQOS, les quals també presenten nivells augmentats
de testosterona [171,222,225,226]. A més, les dones amb PCOS amb nivells
plasmatics més disminuits de SHBG presenten un major risc metabolic [227]. A
més, diversos polimorfismes de la SHBG han estat relacionats amb el PCOS
[228-230], encara que, no se sap si els baixos nivells de la SHBG observats en
dones amb PCOS son una causa o un efecte del sindrome o si la SHBG podria

jugar un paper en la patogénesis del PCOS [44].

Des del desenvolupament del ratoli transgenic per la SHBG humana s’han
estudiat i detectat diversos factors que regulen I'expressio hepatica de la SHBG i
que, per tant, modulen la seva concentraci¢ plasmatica. Entre ells es troben els
factors de transcripcié ja esmentats anteriorment, factors genétics, factors
hormonals, citocines pro-inflamatories i antiinflamatories i factors nutricionals. A la

es troben descrits els mecanismes moleculars pels quals algun

d’aquests factors regulen I'expressio hepatica de la SHBG.

Al gen de la SHBG han estat detectats diversos polimorfismes, tant en
zones codificants com en zones no codificants, les quals son causants de modular

els nivells plasmatics de la SHBG [27,231,232]. A més, algunes variants de la
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SHBG confereixen diferéncies en I'afinitat de la SHBG pels diferents esteroides

sexuals [35].

El primer SNP que es va identificar va ser el polimorfisme rs6259,
localitzat a I'exd 8 del gen de la SHBG, el qual provoca una substitucié
d’amonoacid a la posicié 327 (D327N) [233]. Aquesta substitucio afegeix un lloc
de N-glicosilacié a cada monomer i existeix un retard en I'eliminacié de la SHBG
del plasma [233] i un augment dels nivells de SHBG i d’esteroides sexuals en
plasma [161]. Biologicament, els individus amb aquest SNP presenten un menor
risc de patir cancer de mama [234] o DMT2 [198].

Un altre exemple de SNP que modifica els nivells plasmatics de la SHBG
és el rs12150660, situat a 11.5 kb upstream de l'inici de la transcripcio, el qual
esta associat a una disminucié dels nivells plasmatics de la SHBG [235].
Existeixen altres SNPs que modifiquen els nivells plasmatics de la SHBG i que han
estat associats a malalties com al PCOS [228-230], a la DMT2 [199,236], al
sindrome metabolic [237,238] o al cancer de mama [239,240].

Al gen de la SHBG també existeix un polimorfisme de repeticid de la
sequéncia (TAAAA)N a la regi6 alu del promotor. Entre individus, el nimero de
repeticions d’aquesta sequéncia presents al gen de la SHBG difereix. Es poden
presentar de 6 a 11 repeticions de (TAAAA)n [77] i l'activitat transcripcional del
promotor de la SHBG i la unié de proteines nuclears depén de la quantitat de
repeticions d’aquesta sequéncia. Amb la realitzacio d’experiments in vitro s'ha
descrit que contenir sis repeticions de la sequéncia (TAAAAs) silencia la
transcripcio de la SHBG [77] i, a més, dones menopausiques amb sis repeticions
TAAAAs presenten una menor produccié de SHBG [241]. Tot i aix0, en altres
estudis s’ha descrit que els individus que presenten més repeticions que sis
presenten nivells plasmatics de la SHBG més baixos que els individus amb només
sis repeticions [232,242]. S’ha proposat que la diferéncia observada entre els
estudis in vitro i els estudis clinics es podria explicar perqué als estudis in vitro
s'utilitza ADN naked, sense considerar la preséncia d'estructures de cromatina

superiors, 0 que existeixi una contribucié d’altres sequéncies reguladores [33].
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En totes les edats, les dones presenten nivells plasmatics de la SHBG
més elevats que els homes ( ), aquesta observacié ha fet proposar que els

esteroides sexuals regulen els nivells de la SHBG.

Pel que fa als estrogens, diversos estudis apunten que el tractament amb
estrogens exdgens augmenten els nivells plasmatics de la SHBG en dones [243—
246]. Diferents estudis in vitro, amb les cel-lules HepG2, apunten que l'estradiol
estimula la produccié de la SHBG [247-251] i, a més, s’ha observat una resposta
dosi-depenent [137]. El mecanisme molecular no ha estat mai descrit, pero al FP3
del promotor de la SHBG existeix un lloc d’unié a ERa [48]. La regulacié de la
SHBG per l'estradiol en dones és controvertit, ja que, durant el cicle menstrual,
existeix una fluctuacio dels nivells d’estradiol, en canvi, els nivells de la SHBG es
mantenen constants al llarg del cicle [252,253]. Per tant, semblaria que I'augment
dels nivells d’estradiol durant el cicle menstrual no seria suficientment alt per

modular I'expressio hepatica de la SHBG [252].

En relacié als androgens, es creu que la baixada de la SHBG que
s’observa durant I'adolescéncia en nois és causada pels androgens, tot i aixo, no
s’ha pogut demostrar que els androgens regulin la SHBG i no existeix cap element

de resposta a androgens al promotor de la SHBG [231].

Els individus amb hipertiroidisme presenten nivells plasmatics elevats de
la SHBG i en estudis in vitro s’observa que el tractament amb hormones tiroidals
augmenten els nivells de la SHBG [181,254]. Selva i Hammond (2009) van
demostrar que el tractament amb T3 i T4 durant cinc dies a ceél-lules HepG2
augmentava I'expressio de la SHBG de manera indirecta, augmentant els nivells
d’'HNF-4a [105]. Els nivells d'HNF-4a es veien augmentats per una disminucio

dels nivells de palmitat i un augment de la lipdlisi [105] ( ). A més, el
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tractament amb T3 als ratolins transgenics per la SHBG humana també
augmentava els nivells plasmatics de la SHBG mitjancant un augment d’HNF-4a
al fetge [105].

Durant anys, s’ha cregut que la insulina és la responsable dels baixos
nivells plasmatics de la SHBG observats en individus obesos amb sindrome
metabolic o DMT2, ja que en alguns estudis in vitro amb cél-lules HepG2 es va
observar una disminucié dels nivells de la SHBG després del tractament amb
insulina durant set dies [249,255]. Tot i aixd, les condicions dels estudis no eren
fisiologiques, ja que es van cultivar les cél-lules HepG2 en medi lliure de sérum
bovi fetal (FBS: Fetal bovine sérum), i en un estudi posterior, amb condicions
fisiologiques, es va observar que la insulina no regulava la SHBG [104]. En aquest
estudi, Selva et al. (2007) van demostrar que, en cél-lules HepG2 cultivades en
medi lliure FBS, condicions no fisioldgiques, el tractament amb insulina disminuia
els nivells de la SHBG, en canvi, cultivant les cel-lules HepG2 en medi amb FBS
inactivat o medi amb FBS, condicions més fisioldgiques, el tractament amb
insulina augmentava lleugerament la SHBG al medi, perd no s’observava

regulacio de I'activitat del promotor de la SHBG [104].

Els individus amb obesitat, sindrome metabdlic i DMT2 no només es
caracteritzen per presentar hiperinsulinémia, sindé que també presenten
hiperglucémia i augment de citocines pro-inflamatories [188], les quals regulen
I'expressio hepatica de la SHBG [48].

El desenvolupament de I'obesitat comporta un canvi en la composicié del
teixit adipds, on, a més de la hipertrofia del teixit deguda a 'acumulacié de greix,
existeix una infiltracié de macrofags activats, els quals produeixen i secreten
citocines pro-inflamatories com la leptina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
i la interleuquina 1 beta (IL-18) [256]. A més, el teixit adipds obes disminueix la

produccio de citocines antiinflamatories com per exemple I'adiponectina [256].
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Els individus que pateixen malalties amb una inflamaci6 de baix grau, com
poden ser, I'obesitat, el sindrome metabdlic, la NAFLD o la DMT2, presenten
nivells plasmatics reduits de la SHBG [48]. Aquestes malalties també es
caracteritzen per presentar nivells augmentats de citocines pro-inflamatories i
nivells disminuits de citocines antiinflamatories. Els pacients obesos presenten
una relacié negativa entre els nivells plasmatics de la SHBG i els nivell del TNFa
[107]. Contrariament, diversos estudis mostren una correlacié positiva entre els

nivells plasmatics de la SHBG i de I'adiponectina [257-259].

Durant els ultims anys, s’han descobert els mecanismes moleculars pels
quals les citocines pro-inflamatories IL-18 i TNFa redueixen els nivells d’expressio
hepatics de la SHBG i els mecanismes moleculars pels quals I'adiponectina, una

citocina antiinflamatoria, augmenta I'expressio hepatica de la SHBG.

Mitjancant estudis in vitro en cel-lules HepG2, es va determinar que el
tractament amb TNFa disminuia significativament els nivells de SHBG a partir del
tercer dia del tractament mitjancant la inhibicié de I'expressio d'HNF-4a [260].
Concretament, el TNFa s’uneix als seus receptors i activa una cascada de
senyalitzacié als hepatocits que activa el factor nuclear potenciador de les
cadenes lleugeres kappa de les cél-lules B activades (NF-kB), el qual s’'uneix al
promotor del gen d’'HNF-4a i en reprimeix I'expressio, consequentment, els nivells
disminuits d’'HNF-4a fan disminuir I'expressio hepatica de la SHBG ( )
[260]. En un altre estudi, aquests resultats van ser corroborats, ja que es va
observar que el tractament amb TNFa disminuia els nivells de SHBG mitjangant

una reduccio¢ dels nivells del factor de transcripcié HNF-4a [107].

De la mateixa manera, I'lL-1f inhibeix I'expressioé de la SHBG mitjancant
la disminucio dels nivells d’expressiod del factor de transcripcié HNF-4a [106].
Realitzant estudis in vitro amb les cel-lules HepG2 es va esbrinar el mecanisme

molecular: I'lL-1f s’uneix al seu receptor a la membrana dels hepatdcits i activa la
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cinasa c-Jun N-terminal (JNK) i la cascada de les la via de les proteines cinases
activades per mitdgens (MAPK), les quals fosforilen i activen a c-Jun, responsable
de disminuir els nivells d’expressid del factor de transcripcié HNF-4a, i, en
consequéncia, els nivells de la SHBG [106] ( ). Aquests resultats es van
corroborar in vivo amb el ratoli transgenic per la SHBG humana on el tractament
amb IL-18 durant tres dies augmentava la fosforilacidé de c-Jun i disminuia
significativament els nivells de la SHBG i els nivells d’expressio del factor de
transcripcio HNF-4a [106].

L’adiponectina és una adipoquina antiinflamatoria, de la qual els nivells
plasmatics correlacionen positivament amb els nivells de la SHBG [257-259]. En
un estudi amb cel-lules HepG2 es va determinar que I'adiponectina s’uneix al seu
receptor a la membrana dels hepatdcits i activa una cascada de senyalitzacio que
augmenta els nivells de la proteina cinasa activada per AMP (AMPK), la qual
disminueix la DNL i augmenta la B-oxidacié dels acids grassos, disminuint el
contingut de triglicérids i augmentant els nivells del factor de transcripcié HNF-4a
( ) [108], els quals augmenten els nivells d’expressié de la SHBG. En el
mateix estudi, amb 'analisi de mostres humanes es va observar una correlacié
positiva entre els nivells plasmatics d’adiponectina i de la SHBG i els nivells
d’expressio hepatica d’'HNF-4a [108].

Diversos estudis mostren que la composicié de la dieta influeix en els
nivells plasmatics de la SHBG. En un estudi amb homes ancians que consumien
una dieta amb un baix contingut en proteines s'observava un augment dels nivells
plasmatics de la SHBG [261]. La dieta Mediterrania també s’ha associat amb
nivells plasmatics de la SHBG augmentats [262]. Pel que fa al contingut en fibra,
en alguns estudis s'observa que dietes riques en fibra disminueixen els nivells de
la SHBG [263,264]. La disminucio del greix a la dieta o el canvi de la precedéncia

d’aquest greix produeix un augment dels nivells plasmatics de la SHBG [265,266].
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A continuacio, s’expliquen els mecanismes moleculars pels quals alguns factors

nutricionals regulen I'expressié hepatica de la SHBG.

En el mateix estudi on es va demostrar que la insulina no regulava
'expressid hepatica de la SHBG, Selva et al. (2007) van observar que els
monosacarids (glucosa o fructosa) i el disacarid sucrosa redueixen la produccié
hepatica de la SHBG tant in vivo com in vitro [104]. En un estudi amb el ratoli
transgenic per la SHBG humana es va veure que el consum d’una dieta rica en
sacarosa, fructosa o glucosa reduia els nivells plasmatics de la SHBG, si es
comparava amb els nivells dels animals que havien consumit una dieta control
[104]. Aquests resultats es van corroborar in vitro, es van tractar, durant cinc dies,
a céllules HepG2 amb fructosa o glucosa i es va veure que el tractament
disminuia I'expressié de la SHBG [104]. Concretament, el tractament amb
monosacarids disminuia els nivells del factor de transcripcid HNF-4q, fet que
permet la uni6 del factor de transcripcid6 COUP-TF al FP1 i es reprimeix la
transcripcio del gen de la SHBG ( ) [104].

Al mateix estudi es va observar que el tractament amb fructosa o glucosa
augmentava els nivells de palmitat a les cel-lules HepG3. A més, la disminucio de
I'expressid de SHBG i d’HNF-4a pel tractament amb glucosa o fructosa es podia
bloquejar amb la cerulina, la qual inhibeix la DNL [104]. Finalment, es va observar
que el tractament durant tres dies a cel-lules HepG2 amb palmitat disminuia els
nivells d’HNF-4a i els nivells de SHBG ( ) [104].

L’oli d’oliva és la font primaria de greixos de la dieta Mediterrania, la qual
s’ha relacionat amb nivells elevats de la SHBG en plasma [262] i amb un risc
disminuit de patir obesitat, sindrome metabolic, DMT2 i CVD [267]. L’oli d’oliva és
un aliment amb un alt contingut en acids grassos monoinsaturats (MUFAs:

Monounsaturated fatty acids ) i polifenols [268].
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Un estudi va analitzar I'efecte, en homes, de consumir durant sis anys oli
d'oliva. Els resultats es van comparar amb un altre grup d’homes que van
consumir altres tipus d’olis rics en acid linoleic. Els nivells plasmatics de la SHBG
es trobaven significativament augmentats al grup d’homes que van consumir oli
d’oliva, si es comparaven amb els nivells plasmatic de SHBG dels homes que van
consumir altres olis [269]. En aquest estudi es va observar una correlacié positiva
entre els nivells plasmatics de la SHBG i el percentatge de MUFAs i una correlacié
negativa entre el percentatge d'acids grassos poliinsaturats (PUFAs:
Polyunsaturated fatty acids) i la SHBG [269].

per tal de determinar el mecanisme molecular pel qual I'oli d’oliva regulava
'expressid hepatica de la SHBG, es van realitzar estudis in vitro amb cél-lules
HepG2. Es van tractar a cél-lules HepG2 amb oleil-CoA, ja que I'acid oleic és el
MUFA maijoritari de I'oli d’oliva [270], i es va comparar amb el tractament amb
linoleil-CoA i amb vehicle. El tractament amb oleil-CoA augmentava els nivells de
la SHBG, els quals no es veien modificats pel tractament amb linoleil-CoA. A més,
es va determinar que I'augment de la SHBG es produia per una baixada dels
nivells del factor de transcripcié PPARy ( ) [269].

El resveratrol (3,5,4-trihidroxitransestilbé) (RSV) és un membre de la
familia dels estilbens dels compostos dels polifenols, el qual es troba al raim, als
cacauets i en algunes baies [271,272]. El raim conté frans-resveratrol a la pell,
per aquesta rad, el vi negre conté de 5 a 20 vegades més RSV que el vi blanc, on
es detecta menys de 0.1 mg/ml de RSV [273].

El RSV és un antioxidant considerat un agent protector contra el
desenvolupament de malalties CVD, cancer o de les consequéncies de dietes
riques en greix [274-279]. En un estudi previ realitzat al nostre laboratori,
mitjangant experiments in vitro amb les cél-lules HepG2, es va observar que el vi
negre augmentava significativament els nivells de la SHBG, en canvi, el

tractament amb la mateixa quantitat de vi blanc no modificava els nivells de la
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SHBG [75]. Ja que al vi negre hi ha més quantitat de trans-resveratrol que al vi
blanc, van tractar les cél-lules HepG2 amb RSV i van observar que el tractament
augmentava els nivells de la SHBG. Concretament, el RSV s’uneix al CAR huma i
I'activa. Un cop activat el CAR forma un dimer amb RXR i s'uneix a I'element DR1,
situat a 70 pb del promotor proximal del gen de la SHBG, i activa I'expressio de la
SHBG ( ) [75]. A més, al mateix estudi, van demostrar que el RSV només
activa el CAR huma especificament, i que no afecta al Car de ratoli. Van tractar
amb RSV a ratolins transgenics per la SHBG humana i no van observar
modificacié de I'expressid hepatica de la SHBG. En canvi, si que s’observava un
augment dels nivells plasmatics de la SHBG, després del tractament amb RSV,
en animals doble transgenics (per la SHBG humana i el CAR huma) [75].
Finalment, també es va observar una correlacié positiva entre els nivells

d’expressio de CAR i de SHBG en bidpsies hepatiques [75].

La cafeina és I'agent psicoactiu més consumit mundialment, es troba en
moltes plantes i el café és la beguda amb cafeina més consumida en adults [280].
El cafe, a part de la cafeina, conté altres fitoquimics com per exemple, polifenols

com l'acid clorogenic, lignans, magnesi, potassi i niacina [281].

El consum de cafe s’ha relacionat amb un menor risc de patir DMT2
[282—-284]. A més, diversos estudis correlacionen positivament el consum de café
0 altres productes amb cafeina amb els nivells plasmatics de la SHBG [285-292].
Alguns estudis apunten que, en consumidors de café, 'augment dels nivells
plasmatics de la SHBG son els responsables del menor risc de patir DMT2
[286,292]. Tot i aix0, encara no s’ha descrit el mecanisme molecular pel qual la

cafeina augmenta els nivells plasmatics de la SHBG.
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Figura 10: Mecanismes moleculars que regulen I'expressié hepatica de la SHBG.

Les citocines pro-inflamatories TNFa i IL13 disminueixen els nivells d’'HNF-4a per diversos
mecanismes moleculars, disminuit I'expressid hepatica de la SHBG. En canvi, I'adiponectina
augmenta els nivells de la SHBG augmentant I'expressié d’HNF-4a, inhibint la DNL i
augmentant la B-oxidacio. Factors nutricionals com la dieta rica en greix, augmenta la DNL i
disminueix la B-oxidacio, fet que fa disminuir I'expressio d’'HNF-4a i, en consequencia, la SHBG.
En canvi, I'oli d’oliva disminueix I'expressié de PPARy, fet que fa augmentar I'expressio de la
SHBG. Les hormones tiroidals augmenten els nivells de la SHBG mitjangant un augment
d’'HNF4a. Finalment, el resveratrol (RSV) s’'uneix al CAR, el qual dimeritza amb RXR i s'uneix al
DR1 del promotor de la SHBG, augmentant els nivells de la SHBG en humans. Figura
modificada de: Simd R, et al. Trends Endocrinol Metab. 2015 Jul,26(7):376-83.
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Els nivells plasmatics de la SHBG es troben disminuits en diverses
malalties metaboliques com l'obesitat, la DMT2, el sindrome metabdlic o la
NAFDL. El fet que els ratolins no expressin la SHBG al fetge, com els humans, ha
dificultat I'estudi de la regulacié de la SHBG durant el desenvolupament
d’aquestes malalties. Per aquest motiu, en un estudi previ realitzat al nostre
laboratori Saéz-Lopez, et al. (2015) van generar un model animal per estudiar la
regulacié de la SHBG durant el desenvolupament de I'obesitat, creuant animals
de la soca C57BL/ksJ-db/db, d’aqui en endavant db/db, amb els ratolins
transgeénics per la SHBG humana i generant ratolins db/db els quals expressaven
la SHBG al fetge [121].

Els ratolins db/db presenten una mutacié al gen del receptor de la leptina,
el qual perd la seva funcio, i provoca el desenvolupant de resisténcia a la leptina
i, per tant, una falta de control sobre la sacietat [293]. A les quatre setmanes,
aquests animals desenvolupen una obesitat severa, acompanyada de
hiperglucémia, de hiperinsulinémia, de DMT2 i d’acumulacié de greix al fetge

[294].

La sobreexpressio de la SHBG als ratolins db/db produeix una disminucié
del pes total respecte als ratolins db/db, tot i aixd, no s’observen diferencies al seu
perfil metabolic en sang. Els ratolins SHBG-db/db acumulen triglicérids al fetge
[121], una caracteristica dels pacients obesos amb NAFLD [184], la qual és una
de les malalties metaboliques en les que s’ha observat una disminucio dels nivells
plasmatics de la SHBG. En aquest estudi es va observar una disminuci6 dels
nivells plasmatics de la SHBG als ratolins SHBG-db/db, comparats amb els
ratolins SHBG-db/+ [121], confirmant el que s’ha reportat durant el
desenvolupament de l'obesitat i la NAFLD en humans [213,216,218]. La
disminucié de la SHBG es produeix per una reduccié dels nivells del factor de
transcripcio HNF-4a i un augment dels nivells de PPARYy, el qual ocupa el llocs

d'unié al FP3, desplacant la uni6 d’HNF-4a i, en consequéncia, es disminueix
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'expressio de la SHBG [121]. Aquests resultats es van confirmar amb bidpsies
hepatiques humanes de pacients obesos on es va observar una correlacio positiva
entre els nivells d’expressid de SHBG i HNF-4a i una correlacié negativa entre els

nivells d’expressio de SHBG i de PPARy (Figura 11) [121].
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Figura 11: Mecanismes moleculars que regulen I'expressid de la SHBG durant el
desenvolupament de 'obesitat i la NAFLD. L'increment de la DNL i I'acumulacié de triglicerids
hepatics durant el desenvolupament de I'obesitat i la NAFLD fan augmentar els nivells del factor
de transcripcid PPARY i disminueixen els nivells del factor de transcripcio HNF-4a, fet que fa
disminuir els nivells d’expressid hepatica de la SHBG. Figura extreta de: Saéz-Ldpez, C, et al.
Endocrinology. 2015 Dec;156(12):4571-81

1.1.8. Implicacions terapeutiques de la SHBG en malalties
humanes: obesitat i NAFLD

En els ultims anys, s’ha vist que la SHBG no és només un biomarcador
de malalties com l'obesitat o la NAFLD, sind que el fet de presentar nivells

disminuits de la SHBG contribueix a la progressié d’aquestes malalties [219,220].

Saez-Lopez, et al. (2017) van estudiar el paper de la SHBG en el
desenvolupament de la NAFLD, per aix0 van utilitzar els ratolins transgenics per
la SHBG humana i van generar dos models animals de NAFLD: el model db/db i
un model de NAFLD induida per una dieta rica en fructosa. Als dos models de
NAFLD generats, es va observar que la sobreexpressié de la SHBG disminuia
'acumulaci6 de triglicerids hepatics, mitjancant la reduccié dels nivells d’expressio
d’enzims claus de la DNL: ACC1, FAS i ATP citrat sintasa (ACLY) [219]. A més,
realitzant estudis in vitro amb les cellules HepG2, van demostrar que la

sobreexpressié de la SHBG reduia I'expressid d’aquests enzims, mitjancant
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I'activacio de pERK1/2, el qual fosforilava a PPARYy i I'inactivava, reduint els nivells
de PPARYy totals [219]. Corroborant aquests resultats, en un altre estudi amb
mostres hepatiques humanes, es va observar que la SHBG estava disminuida en
pacients amb sindrome metabolic i que els nivells ’ARNm i de proteina de la
SHBG correlacionaven negativament amb els nivells d’expressiéo d’ARNm d’ACC

i amb el contingut de triglicérids hepatics [187].

Saez-Lopez, et al. (2020) també van estudiar les implicacions de la SHBG
en el desenvolupament de 'obesitat en un model animal d’obesitat induida per
una dieta rica en greix [220]. Es van utilitzar ratolins WT i ratolins transgénics per
la SHBG humana i es va observar que la sobreexpressié de la SHBG protegeix
del guany de pes total i de 'acumulacio de greix al teixit adipds induits per una
dieta rica en greix [220]. A més, els ratolins transgénics per la SHBG humana
alimentats amb una dieta rica en greix mostren una millora del perfil metabolic, ja
que presenten nivells d’insulina, resistina, leptina i adiponectina similars als que
s’observen als animals alimentats amb una dieta control i, a més, responen millor
als testos de tolerancia a la glucosa i a la insulina que els animals WT alimentats
amb una dieta rica en greix [220]. En aquest estudi es va poder determinar que
la SHBG indueix un increment en I'expressio de gens involucrats en la lipolisi, com
son la perilipina-1 (PLIN), la lipasa hormona-sensible (HSL), ERK1/2 i la proteina
cinasa A (PKA) ( ) [220].

Aguests resultats es van confirmar realitzant un assaig de lipdlisi in vivo,
injectant intraperitonealment SHBG a ratolins WT. El tractament amb SHBG
incrementava la concentracio d’acids grassos lliures a la sang, és a dir, la SHBG
augmentava la lipolisi al teixit adipds, mitjiancant un increment de la fosforilacio
d’ERK1/2 i d’'HSL ( ) [220]. Aquests resultats es van corroborar in vitro
amb adipocits madurs humans, els quals van ser tractats amb SHBG i es va
observar una induccié de la lipolisi mitjancant la fosforilaci6 d’ERK1/2 i d’'HSL

[220].
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Al mateix estudi es va analitzar el teixit adipds marré i es va observar que
els ratolins transgénics per la SHBG humana alimentats amb dieta rica en greix
presentaven un augment de les proteines desacobladores 1, 2 3 (UCP1, UCP2 i
UCP3) [220], implicades en I'activitat termogénica del teixit adipés marré [295],
respecte als animals WT. Aquest augment estava mediat per un increment de

PGC1a i una induccio¢ de la fosforilacié d’ATF-2, p38 i PKA, vies de senyalitzacio

implicades en la regulacié de les UCPs (Figura 12) [296].
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Figura 12: Implicacions terapeutiques de la SHBG en I'esteatosi hepatica i I'obesitat.

Als hepatocits, la SHBG disminueix la lipogénesi disminuint enzims claus d’aquesta via
com I'ACC, 'ACLY i la FAS. Als adipocits, la SHBG incrementa la lipolisi, augmentant la
fosforilacio d’HSL i els nivells de PLIN i ATGL. Als adipocits marrons, la SHBG incrementa
la termogenesi augmentant els nivells de les UCPs, mitjangant un increment de la

fosforilacio de PKA, p38 i ATF2 i augmentant els nivells de PGC1a.
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En un altre estudi in vitro realitzat per Yamazaki, et al. (2018) es va
confirmar que el tractament amb SHBG a cél-lules 3T3-L1, adipdcits de ratoli
diferenciats, augmentava la lipolisi augmentant els nivells d’expressio de la lipasa
de triglicerids del teixit adipds (ATGL) (Figura 12) [221]. També es va observar
un augment d’'UCP2 i una disminucié de gens implicats en la lipogénesis, com
PPARYy [221]. Al el mateix estudi, es va determinar I'efecte antiinflamatori de la
SHBG, el tractament amb SHBG, tant en macrofags murins, com en adipocits de
ratoli 3T3-L1, era capac de bloquejar I'efecte inflamatori del lipopolisacarid (LPS),
ja que el tractament amb SHBG feia disminuir els nivells d’expressio de citocines
pro-inflamatories com per exemple el TNFa, la interleuquina 6 (IL-6) i la proteina
quimioatraient de monocits 1 (MCP-1) o també anomenada quimiocina amb motiu
C-C lligand 2 (CCL2: Chemokine (C-C motif) ligand 2) (Figura 13) [221].
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Figura 13: Implicacions terapéutiques de la SHBG en la inflamacié. Als macrofags, la
SHBG bloqueja la inflamacio induida per LPS, disminuint els nivells d’IL-6, TNFa i MCP-1.
De la mateixa manera, la SHBG inhibeix la inflamacié induida per LPS als adipocits,
disminuint I'expressio d’'IL-6 i MCP-1.
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En un estudi recent s’ha vist que la SHBG disminueix I'estres del reticle
endoplasmatic induit pel palmitat, tant in vitro com ex vivo, disminuint els nivells
de I'enzim 1 a que requereix la inositol / treonina proteina cinasa (IRE1a: /nositol-
Requiring Enzyme 1 alpha) mitjangant I'activacio del factor de transcripcio
activador 6 (ATF6: Activating Transcription Factor 6), el transcrit induible per dany
a 'ADN 3, també anomenada proteina homologa a C/EBP (CHOP: C/EBP
Homologous Protein) i la proteina lligadora de immunoglobulines (BIP: Binding
Immunoglobulines Protein) [297]. L'estrés del reticle endoplasmatic és un punt
critic durant el desenvolupament de la NAFLD, que més endavant s’explicara en

meés detall.

Els baixos nivells de la SHBG que caracteritzen les malalties metaboliques
com l'obesitat, el sindrome metabdlic o la NAFLD, a més de ser un biomarcador,
també juguen un paper important en el desenvolupament d'aquestes malalties.
S’ha demostrat que la SHBG inhibeix I'expressiod d’enzims claus de la lipogenesis,
augmenta la lipolisi, t& un efecte antiinflamatori i disminueix I'estrés del reticle
endoplasmatic ( [ ) [219-221,297]. L’acumulacié de greix, la
inflamacio, 'estrés del reticle endoplasmatic i la fibrosis son punts claus del
desenvolupament de la NAFLD [207], I'estudi de factors que regulen la SHBG és
important per tal de poder realitzar aproximacions dietetiques o farmacologiques
que augmentin els nivells plasmatics de la SHBG en aquests patologies, on els

nivells plasmatics de la SHBG es troben disminuits.
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La malaltia del fetge gras no alcoholica (NAFLD) representa un conjunt
de desordres hepatics o estadis que comprenen des de l'esteatosi hepatica,
I'esteatohepatitis (NASH) amb o sense fibrosi, la cirrosi i THCC ( ), les
quals no son causa de cap etiologia hepatica coneguda com el consum excessiu

d’alcohol, hepatitis viriques o Us de medicaments, entre altres [298].

La NAFLD és la malaltia hepatica més frequent als paisos desenvolupats,
s’ha estimat que entre un 14-25% de la poblacio general la pateix [209]. La seva
prevalenca ha anat incrementant-se durant els ultims anys, en parallel a
augment d’algunes malalties associades com [|'obesitat, la resisténcia a la
insulina, el sindrome metabdlic o la DMT2 [299]. La prevalenca de la NAFLD en
persones obeses és del 60-75% i aquesta sembla estar associada amb la
resisteéncia a la insulina [300]. De fet, el 90% de pacients amb DMT2 presenten
NAFLD [301]. De la mateixa manera, s’ha estimat que entre un 3-12% de la
poblacié pediatrica pateixen NAFLD, pero¢ la prevalenca de la NAFLD puja fins al
70-80% en infants obesos [302].

Els individus amb NAFLD tenen un major risc de patir DMT2 [303],
malalties CVD [304] i és el factor de risc més important per patir HCC [305]. En
un estudi es van seguir a individus amb NAFLD durant trenta-tres anys i es va
observar que els pacients amb NAFLD presentaven una taxa de mortalitat més
elevada, deguda a un increment del risc cardiovascular, de patir HCC o de cirrosis
i la preséncia de fibrosi era el factor clau per un mal pronodstic [306]. Degut a
'augment de la prevalenga de la NAFLD i els riscos associats que comporta,
I'estudi de biomarcardors que puguin predir el desenvolupament de la NAFLD o
d’estrategies terapeutiques per atacar la malaltia en els diferents estadis ha

esdevingut de gran importancia durant el ultims anys [307].
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Com es pot observar a la Figura 14, el primer estadi de la NAFLD és
I'esteatosi simple, és a dir, lacumulacié de greix al fetge. Un 10-25% dels individus
que pateixen esteatosis progressen a NASH, on, a més d’esteatosi, hi ha lesio
cel-lular i inflamacié, d'aquests, el 38-50% desenvolupen fibrosi [308], el 15%

cirrosis i el 3% acaben progressant a HCC [309].
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Figura 14: Desenvolupament de la NAFLD. El primer estadi de la NAFLD és I'esteatosi
simple, la qual pot progressar a NASH, on hi ha lesi¢ cellular, inflamaci¢ i fibrosi. La
malaltia pot evolucionar a estadis més severs com la cirrosis o I'hepatocarcinoma (HCC).
Figura modificada de: Cohen, JC. et al. Science. 2011 Jun 24,332(6037:1519-23.
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Existeixen diferents proves per diagnosticar la NAFLD, com poden ser,
els testos en sang dels enzims hepatics d’alanina aminotransferasa (ALT) o
'aspartat aminotransferasa (AST), els quals es troben augmentats en pacients
amb NAFLD [310], o proves d’'imatge que s’han desenvolupat durant els ultims
anys com l'elastografia, que mesura la rigidesa del fetge i determina I'estadi de la
fibrosi [311]. Tot i aix0, la bidpsia hepatica segueix sent la prova diagnostica de
referéncia, ja que pot discernir entre la NAFLD i la NASH. La bidpsia hepatica es
realitza a pacients amb resistencia a la insulina i que presenten nivells augmentats
d’ALT i d'AST.

Amb la bidpsia hepatica, mitjancant una classificacié histologica,
s’avaluen I'esteatosi, els estadis de la NASH i la fibrosi hepatica present. El primer
sistema de classificacio histologica va ser proposat per Brunt et al. (1999), en el
qual la classificacié es basava en les caracteristiques de la progressio i evolucio
dels diferents estadis de la malaltia i de la fibrosi [312]. Tot i aix0, el sistema més
ampliament utilitzat actualment és el sistema NASH-CRN, publicat I'any 2005 pel
NASH Clinical Research Network [313].

El sistema NASH-CRN és un métode validat, creat per nou patolegs a
cegues, que es pot aplicar durant tot el desenvolupament de la NAFLD, tant
'adulta com la pediatrica, i que genera una puntuacié numerica, la puntuacié NAS
(NAFLD Activity Score), la qual s'utilitza per comparar les bidpsies durant els
assajos clinics de pre- i post-tractaments i en la recerca, perd que no és utilitzada
pel diagnostic [314,315]. La puntuacid NAS és la suma de les puntuacions
d’esteatosi, inflamaci¢ i balonitzacié dels hepatocits, avaluades pel sistema
NASH-CRN, les quals es poden observar a la [313]. La balonitzaci¢ dels
hepatocits es dona quan els hepatocits estan morint, els quals dupliquen o
tripliquen la mida dels hepatocits sans i contenen el nucli degradat al centre de la

cel-lula.

La puntuacid NAS pot oscil*lar entre 0-8 punts, una puntuacié entre 0-2

es considera no presentar NASH, entre 3-4 son casos intermedis que no es poden
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classificar entre no NASH o NASH i entre 5-8 punts correlaciona amb un
diagnostic de NASH. El sistema de puntuacio de la fibrosi duta a terme pel sistema
NASH-CRN és molt semblant al proposat per Brunt et al. (1999), perd subdivideix
I'estadi 1 en tres sub-grups. A la Taula 2 es pot veure el sistema de puntuacié de
NASH-CRN.

Taula 2: Sistema NASH-CRN. Sistema de puntuacié que classifica la progressié de la
malaltia NAFDL-NASH. 'Numero de focus d'inflamacié per camp de magnitud X200.

Balonitzacioé dels

hepatocits Estadi de la fibrosi

Esteatosis Inflamacio’

No hi ha preséncia de
0,

0 <5% 0 Cap 0 Cap 0 fibrosi
Alguns  hepatocits

_210,
1 533% 1 <2 1 amb balonitzacio

1a  Fibrosi perisinusoidal lleu

2 34.66% 2 o4 2 Molts h_epat_qmts 1b Fibrosi perisinusoidal
amb balonitzacio moderada
3 >66% 3 > 1c  Fibrosi portal / periportal

Fibrosi perisinusoidal i
2 portal / periportal amb
formacio de ponts

3  Cirrosis establerta

1.2.2. Progressi6 de la NAFLD
1.2.2.1. Esteatosi hepatica

El primer estadi de la NAFLD és I'esteatosi hepatica, és a dir, 'acumulacio
de triglicérids en vacuoles lipidiques al citoplasma dels hepatdcits, els quals han
d’excedir el 5% del pes total del fetge [316]. Aquest estadi s’origina per un
desequilibri entre els mecanismes de sintesi, captacio, transport i eliminacié de

triglicérids al fetge.

Els acids grassos arriben al fetge per tres mecanismes, el primer és la
captacio dels acids grassos de la sang que procedeixen de la lipdlisi duta a terme
al teixit adipds. En un estudi amb isdtops marcats es va demostrar que el 59%
dels triglicérids acumulats al fetge provenien dels acids grassos lliures de la sang
[317]. La insulina regula la lipolisi al teixit adipos, quan existeix resisténcia a la

insulina o inflamacié del teixit adipds, processos observats en individus obesos,
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es desregula la lipolisi, resultant en un lliurament excessiu d’acids grassos al
torrent sanguini, que arriben al fetge [318]. La segona font d’acids grassos del
fetge és a partir de la DNL utilitzant la glucosa i la fructosa com a substrat [317].
Un excés en la ingesta de carbohidrats esdevé en un increment de la DNL al fetge.
La introduccio de la glucosa a la via de la DNL esta altament regulada, en canvi,
tota la fructosa captada de la sang és fosforilada i introduida a la via de la DNL
[307]. La dieta és la tercera font d’acids grassos al fetge, un augment en la ingesta
dels greixos a la dieta comporta 'acumulacié d’aquests en forma de triglicerids al
fetge. Quan al fetge hi ha un excés d’acids grassos lliures, aquests s’esterifiquen
per formar triglicerids i s'emmagatzemen en gotes lipidiques [319]. També s’ha
observat una predisposicié genética a acumular triglicerids al fetge i a patir
NAFLD, per exemple, ser portador del SNP rs738409 de la proteina amb el domini
de la fosfolipasa tipo patatina 3 (PNPLA3: Patatin-Like Phospholipase domain-

containing protein) és un potent factor que predisposa a patir fetge gras [319].

L’acumulacio de triglicerids hepatics és suficient per activar diferents vies
de senyalitzacié com la de JNK o la del NF-kpB, les quals generen resisténcia la
insulina [320,321], és a dir, que la resisténcia a la insulina i la progressié de la

NAFLD son processos que es retroalimenten en un cercle vicios [322].

En la majoria de casos, la NAFLD es limita a aquest estadi i, durant anys,
ha estat considerada una condici¢ benigna [323], perd el 20% de pacients que
pateixen esteatosis hepatica progressen a NASH, on, a més d’esteatosis
hepatica, es troba presencia d'infiltrat inflamatori i lesié dels hepatocits, que es
manifesta en balonitzacié i mort cel-lular [324] i que pot progressar a cirrosis i a

HCC, incrementant la mortalitat [309].

El mecanisme pel qual la malaltia progressa és complex i s’han formulat
diferents teories al respecte. Inicialment es va formular la teoria dels “dos
impactes”: el primer impacte és 'acumulacio de triglicerids hepatics, els quals
sensibilitzen el fetge pel segon impacte, que activa la cascada inflamatoria, la mort

cel'lular i la fibrosi [325]. Aquesta teoria és massa simplista i actualment esta
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ampliament acceptada la teoria dels “impactes paral-lels multiples”, on es
considera que son diversos els factors implicats en la progressié de la NAFLD /

NASH, els quals succeeixen en paral-lel.

1.2.2.2.1. Factors implicats en la progressié de la NAFLD /
NASH

La teoria dels “impactes paral-lels multiples” considera que diferents
factors, que ocorren en paral-lel, com 'estrés oxidatiu, la lipotoxicitat, I'estrés del
reticle endoplasmatic, la resisténcia a la insulina, la inflamacié del teixit adipds,
endotoxines provinents de la microbiota intestinal, entre altres, son els causants
de la inflamacio cronica hepatica caracteristica de la NASH [301,324,326] (Figura
15).

Adipose tissue Gut microbiota Mitochondria
Overweight or Obesity 4 Cytokines
Cm axceus 4+ Adipokines "\' “ 4ROS
achs #Chemokines "”""“" y 4 Lipic peroxidation
nsuhnerma
ypedlplderma

Oxidative stress, Inflammation, Mitochondrial
endotoxin,

dysfunction, Gut bacterial-derived
Activation of

« Fat accumulation
« De novo lipogenesis

* Insulin resistance
+ Chronic inflammatio

NAFLD * Fibrosis

Normal liver t

Figura 15: Factors implicats en la progressio de la NAFLD / NASH. Diversos  factors
geneétics, la resisténcia a la insulina, entre altres, augmenten I'acumulacié de triglicerids
als hepatocits causant esteatosi hepatica. Altres factors, com la disfuncié mitocondrial,
'augment de secrecid de citocines proinflamatories o les endotoxines provinents de
I'intesti, provoquen l'activacié del les cel-lules de Kupffer i la infiltracié d’altres cel-lules
immunitaries generant inflamacié, mort cel-lular i, en alguns casos, fibrosi, caracteristiques
de la NASH, la qual pot progressar a cirrosis i en ultim terme a hepatocarcinoma (HCC).
Figura extreta de: Xu, L. et al. Int J Mol Sci. 2019 Dec;20(23): 5920.

68




Introduccio

Els acids grassos lliures, els triglicérids i altres metabolits com els
diacilglicerols, les ceramides o les acilcarnitines en excés provoquen lipotoxicitat
i son perjudicials pels hepatocits [319]. L’excés d’acids grassos lliures al fetge
satura la via de la B-oxidacio dels acids grassos als mitocondris, produint una
disfuncid mitocondrial, generant especies reactives d’oxigen (ROS: Reactive
oxygen species) i, finalment, estres oxidatiu. A més, també s’activen les vies de la
B-oxidacio als peroxisomes i la w-oxidacioé als microsomes, generant encara més
ROS i agreujant 'estrés oxidatiu [326-328]. Les ROS tenen una vida mitja curta,
perd poden peroxidar PUFAs i formar compostos aldehids com el trans-4-hidroxi-
2-nonenal o la malondialdehid, els quals difonen a altres espais i amplifiquen els
efectes de I'estrés oxidatiu [320]. L'estrés oxidatiu activa vies inflamatories i
apoptotiques als hepatocits, els quals alliberen molécules amb patrons moleculars
associats a danys (DAMP: Damage-associated molecular patterns) que activen

als macrofags residents del fetge [329,330].

La menor produccio d’energia per part dels mitocondris, deguda a I'estrés
oxidatiu, condueix a un augment de I'estrés del reticle endoplasmatic [331]. El
reticle endoplasmatics €s un organul que participa en la sintesi, el plegament i la
mobilitat de les proteines dins la cél-lula. Una disfunci¢ del reticle endoplasmatic
fa que s’activi una resposta a I'acumulacié de proteines mal plegades i augmenta
I'expressio de cinases i gens proapototics, induint mort cel-lular als hepatocits, els

quals alliberen DAMPs [330,332].

Un altre factor important en la progressié de la NAFLD és la microbiota
intestinal, la qual pot afectar al metabolisme dels lipids [333]. La disbiosi és
I'alteracié de la composicié de la microbiota intestinal, que pot estar provocada
per una resposta a modificacions a la dieta, per trastorns de la motilitat

gastrointestinal, per medicaments o per altres factors ambientals [334]. S’ha
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observat que pacients amb una adipositat augmentada presenten menys riquesa
de la microbiota [335]. A més, 'augment de la permeabilitat de la barrera epitelial
promou la translocacié de patrons associats a patdogens (PAMPSs) o endotoxines
com el LPS a la circulacié, augmentant la resposta inflamatoria al fetge (Figura
15) [336].

1.2.2.2.1.4 Citocines proinflamatories

La resisténcia a la insulina promou una disfunci¢ al teixit adipds i una
alteracio de la producci6 i secrecio de citocines proinflmatories, com per exemple
de TNF-a i d’IL-6 i una disminucié en la produccié d’adipoquines antiinflamatories
com per exemple l'adiponectina [319]. A més, els hepatdcits danyats també
secreten citocines proinflamatories, les quals promouen la inflamacié hepatica,

activant les vies de senyalitzacié de JNK i de NF-kB [319].

Tots aquests processos causen seriosos danys a I'hepatdcit, que acaba
activant vies de senyalitzacié de necrosis i apoptosi, les quals son importants
acceleradors de la inflamaci¢ i de la fibrosi durant el desenvolupament de la NASH
[331]. Perd son les cel-lules Kupffer, els macrofags residents del fetge, les que

juguen un paper central en la inflamacié hepatica [337].

1.2.2.2.2. Inflamacié hepatica

Multiples factors poden provocar dany hepatic i inflamacio, com I'abus

d’alcohol, els virus, les malalties autoimmunes o els factors préviament esmentats.

Les céllules de Kupffer son els macrofags residents del fetge, els quals
representen el 10% de les cel-lules hepatiques. Se situen al lumen sinusoidal
adherides a les cellules endotelials, per ser una primera barrera als possibles
estimuls provinents de la circulacioé sanguinia i amb capacitat per migrar a I'espai
de Disse per orquestrar el reclutament d'altres cel-lules inflamatories i donar
resposta a diferents patologies com I'hepatitis virica, la colestasis o la NASH
[338,339].
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Com es pot observar a la Figura 16, durant el desenvolupament de la
NASH les cel-lules de Kupffer son activades mitjancant els receptors de tipus Toll
(TLR: Toll-like receptors) per diversos factors, com les endotoxines provinents de
la microbiota intestinal, les DAMPs, les citocines proinflamatories, entre altres
[340].
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Figura 16: Factors que activen els macrofags durant el desenvolupament de la NAFLD i
la NASH. Diverses factors com per exemple les endotoxines derivades de la microbiota
intestinal, el LPS, les molecules que secreten els hepatocits danyats, els acids grassos lliures
o les adipoquines provinents del teixit adipds o el colesterol i el LDL oxidats activen les
cél-lules de Kupffer. Un cop activades, aquestes secreten citocines proinflamatories, com el
TNF-a, I'lL-1B8 o I'lL-6 i recluten a neutrofils i monocits de la circulacié via la CCL2. Els
monocits reclutats es diferencien a macrofags proinflamatoris per amplificar la inflamacio
hepatica i contribuir a l'activacio, via TGF-B1, de les HSC, les quals es transformen a
miofibroblasts activats que depositen matriu extracellular i contribueixen a la fibrosis
hepatica. Figura extreta de: Kazankov, K. et al. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2019
Mar;16(3):145-159.
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Les cél'lules Kupffer activades progressen al fenotip proinflamatori M1,
secretant citocines proinflamatories com I'lL-6 o el TNF-a i citocines profibrotiques
com el factor de creixement transformant beta 1 (TGF-1: Transforming Growth
Factor beta 1) o I'L-18 [339,340]. A més, mitjancant la MCP-1 o també
anomenada CCL2, es recluten a altres cél-lules inflamatories cap al fetge, com
per exemple, a neutrofils 0 a monocits [340]. Els mondcits reclutats es diferencien
a macrofags amb alt contingut de limfocit antigen del complex 6 (LY6CM:
Lymphocyte antigen 6 complex), els quals son proinflamatoris i profibrotics, i
juntament amb les cel-lules de Kupffer activades, secreten TGF-1, entre altres
citocines, i activen a les cel-lules estrellades del fetge (HSC: Hepatic stellate cells),
les quals es diferencien a miofibroblasts (MFB). Les ROS, diversos mediadors
lipidics i els cossos apoptotics derivats dels hepatocits danyats, també son factors
que poden iniciar la diferenciacié de les HSC a MFB [341]. Els MFB diferenciats
expressen proteines profibrotiques que es dipositen a la matriu extracel-lular
(MEC), d’aquesta manera s'inicia el procés de fibrosis hepatica de la NASH
[342,343].

En la majoria dels organs, la resposta a un dany es pot dividir en tres
fases: la inflamacid, la formacié de nou teixit i el remodelatge del teixit [344], sent
la reparacio i la regeneracio del teixit un punt critic, ja que una deposicié excessiva
de MEC pot generar cicatrius hipertrofiques i disfuncié tissular [345]. Al fetge,
després d’'un dany, els mecanismes de reparacioé s'engeguen per reemplacar als
hepatocits apoptotics i necrotics, generant una cicatritzacié de les ferides i la
regeneraci6 del fetge [346]. Tot i aix0, si el dany persisteix al llarg del temps, es
dona una acumulacié excessiva de proteines de la MEC (col-lagens |, Il i lll,
fibronectines, laminines, elastines, entre altres) que substitueixen les arees de les

parenquimes i es desenvolupa fibrosi hepatica [346].

La fibrosi hepatica és una consequiencia comuna de les malalties
hepatiques croniques i d'un dany continuat, la qual esta caracteritzada per una

acumulacio progressiva de MEC, amb un alt contingut de col-lagens fibril-lars,
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resultat del desequilibri entre la sintesi i la degradacié de proteines de la matriu
[347], degut a un procés reparatiu i regenerador del teixit [345]. Després d’'un
dany hepatic, els mecanismes de reparacid es posen en marxa per tal de
reemplacar als hepatocits necrosats i apoptotics, generant una resposta
cicatritzant i d’inflamacié que és essencial per la regeneracio del fetge. Tot i aixo,
si el dany hepatic no cessa i persisteix al llarg del temps, 'acumulacié excessiva
de proteines de la MEC (collagens I, Il i lll, undulina, fibronectina, elastina,
proteoglicans i hialluronan) poden reemplacar les arees de les parenquimes i fer
progressar la fibrosi hepatica a cirrosis [348]. La cirrosis esta caracteritzada per
una distorsié en larquitectura hepatica, amb aparicid de septes fibrotiques
envoltades de noduls regeneratius i una vasculatura alterada [341]. La cirrosis és
un factor determinant en la morbiditat i mortalitat en pacients amb malalties
hepatiques, ja que predisposa a insuficiencia hepatica, hipertensié portal, alta

susceptibilitat a patir una infecci¢ i un alt risc a desenvolupar HCC [347,349].

La fibrosi hepatica pot regressar quan el dany que la provoca cessa, sent
reversible en estadis inicials de fibrosi [341]. De fet, s’han descrit un tipus de
macrofags amb un baix contingut del marcador LY6C"", anomenats macrofags
recuperadors, els quals presenten un augment de I'expressié de diferents
metal-loproteinases (MMPs), una disminucid de [Iexpressid de citocines
proinflamatores i semblen ser anti-fibrotics, i que provoquen I'apoptosi de les HSC

activades i son claus en la regressié de la fibrosi hepatica [346].

Les céllules HSC activades son la principal font de MEC durant la fibrosi
hepatica. Aquests cel-lules, en un fetge normal, estan ubicades a I'espai de Disse,
entre les cel-lules endotelials sinusoidals del fetge i els hepatocits, i representen
un 10% de les cél-lules que es troben al fetge [350,351]. En un fetge normal, les
HSC presenten un fenotip quiescent no proliferatiu. En aquest estat les HSC
acumulen lipids i vitamina A en gotes lipidiques, expressen gens adipogenics i
marcadors neuronals i participen en diferents vies com la vasoregulacio, el
desenvolupament normal del fetge, el metabolisme del retinoide o mantenen la
homeostasis de la matriu extracel-lular. Quan existeix un dany hepatic, tant agut
com cronic, diferents senyals, les quals es mostren a la , activen les HSC

quiescents, aquestes es transdiferencien a un fenotip miofibroblastic, a MFB, les
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quals son cél-lules proliferatives, a més, no es pot mantenir el balan¢ entre

producci6 i degradacio de MEC, generant fibrosi hepatica [352].

Els MFB diferenciats perden I'acumulacié de vitamina A i de lipids i
expressen receptors per factors fibrogénics, quimiotactics i mitogénics,
incrementant la proliferacio i supervivéncia de les HSC, la secrecio de citocines |
quimiocines, la sintesi de proteines de la matriu (normalment col-lagens fibril-lars),
expressen l'alfa actina 2 (ACTA2 o també anomenada aSMA: Alpha smooth
muscle sctin) i inhibidors tissulars de les metal-loproteinases (TIMP: Tissue
inhibitors of metalloproteinases), provocant una formacié excessiva i progressiva
de teixit cicatritzat [341,351]. Quan existeix un desequilibri entre la produccié de
MMPs, les quals degraden la MEC, i de TIMPs, els quals son inhibidors de les
MMPs, s’observa produccio excessiva de la MEC i es genera fibrosi hepatica

[353].
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Figura 17: Diferents factors que activen les HSC. Diverses cel-lules hepatiques, com els
hepatocits, els macrofags, les cel-lules biliars epitelials, entre altres, promouen (fletxes
blaves) o inhibeixen (linies vermelles) 'activacié de les HSC a MFB mitjangant la produccio
d’hormones, de citocines, de quimiocines, de ROS, de NOS, de factors de creixement o de
metal-loproteinases (MMP). Figura extreta de: Tsuchida, T i Friedman S.L. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol. 2017 Jul; 14(7):397-411
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Diversos factors de creixement estan associats a la transdiferenciacio
dels MFB, com el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF: Platelet-
Derived Growth Factor), angiotensina |l, el factor de creixement del teixit
connectiu (CTGF: Connective Tissue Growth Factor) i el TGF-31, considerat

aquest ultim el factor fibrogenic més potent [354].

El TGF-B forma part d'una superfamilia de proteines relacionades
estructural i funcionalment entre elles, en les quals hi ha les tres isoformes de TGF-
B: el TGF-B1, el TGF-B2 i el TGF-B3, les activines i les proteines morfogéniques
ossies (BMPs) [355,356]. Les diferents isoformes del TGF-$3 estan involucrades
en diversos processos com la proliferacio cel-lular, la diferenciacio, I'adhesio o la
mort cel-lular programada, i la seva via de senyalitzacio esta alterada en multiples
malalties [357]. Pacients amb NAFLD i NASH presenten nivells augmentats de
TGF-B1 [358], els quals, després d’una cirurgia bariatrica i d’'una millora de
marcadors metabolics disminueixen [359]. EI TGF-B1 juga un paper central en el
desenvolupament de la NAFLD, des dels estadis més inicials del dany, passant

per la inflamaci6 i la fibrosi, fins als Ultims estadis de cirrosis o HCC [360-363].

El TGF-B1 esta sintetitzat per diferents tipus cel-lulars del fetge, entre ells
s’hi troben les HSC, les cél-lules de Kupffer, els limfocits, les cél-lules endotelials
del sinusoide i les cel-lules epitelials biliars [364]. El TGF-B1 se sintetitza com un
pro-peptid que conté un pro-domini anomenat LAP (Latency-associated peptide)
i el domini madur. Aquest pro-péptid se secreta a la MEC, on es manté com una
forma latent per donar una resposta rapida unit a les proteines fixadores del TGF-
B1 latent [365], finalment, diferents molécules de la MEC, com les MMPs,
diferents proteases, entre altres activadors, realitzen una escissi¢ proteolitica i
alliberen la forma activa del TGF-31 [348,365,366].

El TGF-B1 actiu s'uneix al receptor tipus Il de TGF-B1 (TGFBRII, el qual,

es fosforila i forma un heterodimer amb el receptor tipus | de TGF-B1 (TGFBRI),
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que és transfosforilat, i s’inicia la cascada de senyalitzacié del TGF-31. També
existeix el receptor tipus Il de TGF-B1 (TGFBRIII), el qual uneix amb baixa afinitat
a TGF-B1 i el presenta als altres dos receptors [367]. Com es pot observar a la
Figura 18, existeix la via de senyalitzacié canonica de TGF-B1 i les vies no

canoniques [348].
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Figura 18: Vies de senyalitzaci6 del TGF-B1. E| complex TGF-B1-TGFB 1Rl fosforilen al
TGFB1RIiinicien les cascades de senyalitzacié canonica, via els SMAD i la no canonica.
Figura modificada de: Fabregat I, i Caballero-Diaz D. Front Oncol. 2018 Sep 10,8;357.

A la via de senyalitzacié canonica hi estan implicats els receptors
associats SMADs, dels quals n’existeixen tres tipus: els receptors SMAD, els
SMAD cooperadors i els SMAD inhibidors. El complex activat de TGF-31 i els seus
receptors inicien la senyalitzacié fosforilant als receptors associats SMAD2 i
SMADS, els quals perden la seva afinitat a les proteines que els retenen al
citoplasma i exposen la senyal d'import al nucli [360,366]. Formen un complex

amb el SMAD cooperador SMAD4 i transloquen cap al nucli, on, juntament amb
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altres factors de transcripcio, s'uneixen al promotor de diferents gens diana i els
activa [355,361]. Entre aquests gens es troben el collagen tipus | i tipus llI,
proteines que es depositen a la MEC, pero també hi ha els SMADs inhibidors:
SMADG6 i SMADY, els quals produeixen un feedback negatiu i auto-regulen la
senyalitzacié de TGF-31 [368].

El TGF-B1 també du a terme la seva senyalitzacid cellular
independentment dels SMADs, per les vies que s’anomenen no candniques, en
les quals s’hi troben diferents cinases com les de la familia de les cinases proto-
oncogen tirosines (Src), la cinasa d’adhesi6 focal (FAK: Focal Adhesion Kinase),
mediadors de la supervivéncia de la cél-lula, com el factor de transcripcidé NF-k[3,
la via de senyalitzacié del fosfoinotisol 3-cinasa / proteina cinasa B (coneguda com
AKT) (PIBK/AKT), la via de les MAPK on s’hi troben ERK1/2 i p38 i la via de la JNK
/ STAT3 entre altres, que estan descrites a la , 1 que acaben activant
gens diana del TGF-B1 [361,366,369-372].

El TGF-B1 provoca diferents respostes segons el tipus cel-lular hepatic
que activa. A les HSC el TGF-B1 inicia la transdiferenciacid a MFB, els quals
comencen a produir components de la MEC. Als hepatocits, el TGF-1 indueix
la mort cel-lular, fet que fa augmentar la inflamacio i la fibrosi hepatica, tanmateix,
el TGF-B1 també inicia la transicio epiteli-mesenquimal dels hepatocits, els quals
produeixen components de la MEC i afavoreixen al procés de la fibrosi hepatica
[355]. Durant el desenvolupament de la NAFLD, el TGF-B1 promou I'expressio
de proteines de la MEC (col-lagens o fibronectina), mitiga I'expressié de de
proteases que destrueixen la MEC (col-lagenases o MMPs) i indueix I'expressio
dels TIMPs, és a dir, el TGF-31 decanta la balanca entre la sintesi i la degradacio
de la MEC, induint una acumulaci®¢ excessiva de MEC i provocant fibrosi

hepatica [341,351].
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Figura 19: Efectes del TGF-B1 ales HSC. EI TGF-31 activa les HSC les quals es
diferencies a MFB, proliferen i augmenten I'expressio de proteines de la MEC, com el
col-lagen tipus |, augmenten I'expressié dels TIMPs i disminueixen I'expressio de MMPs
provocant un desequilibri entre sintesi i degradacié de la MEC, desenvolupant fibrosi
hepatica. Figura modificada de: Biernacka, A. et al. Growth Factors. 2011;0ct; 29(5):196-
202

1.3. Models animals per I’estudi de la fibrosi hepatica

Els ratolins, de forma natural, no desenvolupen fibrosi hepatica, aixo ha
provocat que, per estudiar la fibrosi hepatica in vivo, s’hagin desenvolupat
diversos models animals utilitzant agents quimics que la indueixen. Entre aquests
agents quimics inductors de fibrosi hepatica es troben: el consum d’alcohol, la
injeccié intraperitoneal (ip) de tetraclorur de carboni (CCls) i la injeccio ip de
tioacetamida. EI model de dany hepatic provocat per injecci¢ ip de CClsun dels

més utilitzats en ratolins per induir fibrosi hepatica [373-375].
1.3.1.  Tetraclorur de carboni (CCls)

El CCls arriba al fetge, es metabolitza per la familia de les CYPs i es
produeix el radical triclorometil (CCls*), el qual desencadena diverses reaccions
que produeixen radicals lliures i esta implicat en el procés de la peroxidacio lipidica

[376]. Existeixen diferencies en la susceptibilitat al CCls segons la soca de ratoli
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utilitzada, sent la soca BALB/c la més susceptible i que genera fibrosi hepatica
amb només quatre setmanes d’injeccions ip de CClsdues vegades per setmana.
En canvi, la soca de ratolins C57BL/6 presenta una susceptibilitat intermedia, perd
aquesta soca de ratolins ha estat ampliament utilitzada per estudiar la fibrosi
hepatica provocada pel CCls, degut a la gran disponibilitat de ratolins modificats
genéticament produits en aquesta soca. Els ratolins C57BL/6 desenvolupen
fibrosi hepatica entre les 4 i 6 setmanes d’injeccions ip de CCls realitzades dues

vegades per setmana [376].

En multiples estudis s’ha vist que el CCls mimetitza en molts aspectes al
desenvolupament de la fibrosi hepatica observada a les malalties croniques
associades al dany hepatic que ocorren en humans. La injeccié ip de CClsindueix
necrosi centro-lobular dels hepatdcits, provoca una resposta de cicatritzacié del
teixit, un reclutament de cellules inflamatories, I'activacié de les cél-lules de
Kupffer i una induccié de la resposta inflamatoria [377]. Aquesta sequéncia de
processos desencadena la produccié de multiples citocines, entre elles, s’observa
un augment del factor de creixement TGF-$1 [378,379], es promou I'activacio de

les HSC i es desenvolupa fibrosis hepatica [375].
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Hipotesis i Objectius

Els nivells plasmatics de la SHBG en individus sans poden ser modificats
per diversos factors nutricionals. A més, individus que pateixen diverses malalties,
com per exemple la NAFLD o la NASH, presenten nivells plasmatics disminuits de
SHBG.

En aquest sentit, la primera hipotesi d’aquest treball és que la SHBG

hepatica es troba regulada per diversos factors nutricionals.

Objectiu 1: Estudi de la regulacié hepatica de la SHBG per la cafeina i cerca

dels mecanismes moleculars involucrats en aquesta regulacié

Objectiu 2: Analisi de I'efecte del contingut en resveratrol dels vins negres en

humans en els nivells plasmatics de la SHBG i en altres parametres bioquimics.

La segona hipdtesis d’aquest treball és que I'expressio de la SHBG es

troba alterada durant el desenvolupament de la fibrosi hepatica.

Objectiu 3. Analisi de la regulaci6 hepatica de la SHBG durant el
desenvolupament de la fibrosi hepatica i estudi dels mecanismes moleculars

implicats.

3.1. Estudiar 'expressio hepatica de la SHBG en el model animal de fibrosi per

dany hepatic produit per injeccié de CCls.

3.2. Analitzar els mecanismes moleculars implicats en la regulacié hepatica de la

SHBG durant el desenvolupament de la fibrosi hepatica.
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3. RESULTATS

3.1. Estudi de la regulacié de la SHBG per factors nutricionals i cerca

dels mecanismes moleculars involucrats: la cafeina

Diversos estudis epidemioldgics mostren una correlacié positiva entre el
consum de cafe i de productes amb cafeina i els nivells plasmatics de la SHBG.
En aquest estudi es va analitzar si la cafeina regulava I'expressid hepatica de la
SHBG.

En primer lloc es va realitzar un estudi in vitro amb les cél-lules HepG2,
les quals van ser tractades, durant tres dies, amb dues concentracions de cafeina
(100 500 pM) o amb vehicle (aigua) i no es va observar diferéncies en els nivells
d’expressio d’ARNm de la SHBG ni en els nivells proteics al medi. Paral-lelament,
es va realitzar 'estudi in vivo, amb els ratolins transgenics per la SHBG humana,
els quals van ser tractats durant dotze dies amb cafeina (0.1 mg/ml) o amb vehicle
(aigua). Els nivells plasmatics de la SHBG estaven augmentats significativament
als animals tractats amb cafeina, comparats amb els nivells dels animals vehicle.
De la mateixa manera, al finalitzar el tractament, els animals tractats amb cafeina
presentaven nivells augmentats de I'expressio hepatica de la SHBG. Per tant, es

va deduir que la cafeina regulava indirectament I'expressio hepatica de la SHBG.

En un estudi anterior, realitzat al nostre laboratori, s’havia determinat que
la SHBG hepatica estava regulada per I'adiponectina. A més, diversos estudis
epidemiologics mostren una correlacié positiva del consum de cafeina i els nivells
d’adiponectina en plasma. Per aquest motiu, es va estudiar si la cafeina regulava
I'expressio de I'adiponectina al teixit adipds i, en consequéncia, la SHBG al fetge.
Primerament, es van mesurar els nivells plasmatics d’adiponectina dels animals
tractats amb cafeina i es va observar un augment significatiu d’aquests nivells
respecte els que presentaven els animals vehicle. A més, el tractament amb
cafeina augmentava I'expressio d’adiponectina al teixit adipds blanc, tant a nivell

d’ARNm com a nivell de proteina.

Aquests resultats es van confirmar in vitro, utilitzant la linia cel-lular

d’adipocits de ratoli 3T3-L1. Es van tractar les cél-lules 3T3-L1 diferenciades a
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adipocits amb cafeina durant tres dies, a les dues concentracions utilitzades
durant els tractaments a les cel-lules HepG2 (100 i 500 yM) i es va observar que
la cafeina augmentava significativament I'expressid d’adiponectina i la seva

secrecio al medi.

Esta descrit que I'adiponectina regula I'expressid hepatica de la SHBG
augmentant els nivells d’'HNF-4a al fetge, per tant, es va procedir a analitzar els
nivells d’aquest factor de transcripcio als fetges dels ratolins tractats amb cafeina
i es va observar que el tractament amb cafeina augmentava els nivells hepatics

d’'HNF-4a, tant a nivell d’ARNm com de proteina.

Finalment, es va estudiar el mecanisme molecular pel qual la cafeina
augmentava I'expressié d’adiponectina al teixit adipds, utilitzant la linia cel-lular
3T3-L1, i es va observar que el tractament amb cafeina augmentava els nivells de
FoxO1, un factor de transcripcié implicat en la regulacid de I'expressio
d’adiponectina al teixit adip6s, i disminuia els nivells de pFoxO1, mitjangant la
disminucio dels nivells de pAKT. Aquests resultats es van corroborar in vivo, on
es van observar nivells disminuits de pAKT i nivells augmentats de FoxO1 al teixit

adip6s dels animals tractats amb cafeina.

Aquest estudi va permetre esbrinar que la cafeina augmenta els nivells de
la SHBG plasmatica de manera indirecta, augmentant els nivells d’adiponectina al
teixit adipos via AKT/FoxO1. L’augment dels nivells d’adiponectina augmenta els
nivells d’HNF-4a al fetge, els quals incrementen 'expressio hepatica de la SHBG.
Aquests resultats expliquen els mecanismes moleculars pels quals s’observa una

correlacié positiva entre els consum de cafeina i els nivells plasmatics de la SHBG.

Resultats de I'article:

“Caffeine Upregulates Hepatic Sex Hormone-Binding Globulin Production by
Increasing Adiponectin Through AKT/FOXO1 Pathway in White Adipose Tissue.”
Laura Brianso-Llort, Lidia Fuertes-Rioja, Lorena Ramos-Perez, Cristina
Hernandez, Rafael Sim6 and David M. Selva. Molecular Nutrition & Food
Research. 2020 Sep; 64(17):e1901253. DOI: 10.1002/mnfr.201901253. Epub
2020 Jul 23
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En diversos estudis s’ha observat que la dieta Mediterrania redueix el risc
de patir malalties cardiovasculars (CVD) i el consum de vi negre, component
important d’aquesta dieta, també s’ha associat a un risc menor de desenvolupar

CVD, el qual s’ha atribuit als diferents compostos polifendlics presents al vi negre.

El resveratrol (3,5,4’-trihidroxitransestilbé) (RSV) és un membre de la
familia dels estilbens dels compostos dels polifenols amb propietats antioxidants i
considerat com un agent protector contra el desenvolupament de malalties com
les CVD, el cancer i, a més, s’ha observat que protegeix contra les consequencies
d’'un consum de dietes riques en greix. El RSV es troba en diverses plantes, aixi
com a la pell del raim, i el vi negre presenta de 5 a 20 vegades més quantitat de

RSV que el vi blanc.

En un estudi previ realitzat al nostre laboratori, mitjangant experiments in
vitro amb les cél-lules HepG2, es va observar que el tractament amb vi negre
augmentava l'expressié de la SHBG, en canvi, el tractament amb vi blanc no
afectava als nivells d’expressio de la SHBG. En aquest estudi es va demostrar que
el tractament amb RSV augmentava I'expressio de la SHBG activant el receptor
constitutiu de 'androsta (CAR) huma, el qual s’'uneix al promotor de la SHBG a
lelement DR1 (GGGTCAAGGGTCA), situat a 70 pb upstream del promotor
proximal, i activa I'expressio de la SHBG. Aquets resultats es van observar tant in
vitro com in vivo, utilitzant el ratoli transgenic per la SHBG humana. A més, en el
mateix estudi, es va observar una correlacio positiva entre nivells d’expressio de

CAR i de SHBG hepatics en mostres humanes hepatiques.

Per aquesta rad, 'objectiu d’aquest estudi va ser analitzar si el contingut
en RSV dels vins negres modificava els nivells plasmatics de la SHBG en humans.
Es va dur a terme un estudi pilot amb vint-i-sis voluntaris sans (quinze homes i
onze dones), els quals van ingerir 187 ml diaris d’'un vi negre amb un baix
contingut en RSV (Wine_10) durant dues setmanes, van descansar durant una
setmana i van procedir a ingerir 187 ml d’un vi negre amb un alt contingut amb
RSV (Wine_4) durant dues setmanes. A linici i al final de cada tractament es va
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recollir sang per tal d'analitzar els nivells plasmatics de la SHBG i el perfil

metabolic.

El consum moderat de vi negre durant dues setmanes, tant amb un alt
contingut en RSV com amb un baix contingut en RSV, no modificava I'index de
massa corporal, ni els nivells plasmatics de glucosa i triglicérids dels voluntaris. A
més, tampoc s’observaven alterats els parametres de dany hepatic com 'aspartat
aminotransferasa o l'alanina aminotransferasa. Si que es va observar una
disminucio6 significativa dels nivells de colesterol total en sang, tant en homes com
en dones, després d’ingerir el vi negre ric en RSV (Wine_4). A més, el consum
moderat de vi negre ric en RSV augmentava significativament els nivells
plasmatics de la SHBG en dones, perd no s'observava modificacio dels nivells de
la SHBG en homes. En canvi, el consum del vi negre amb un baix contingut en
RSV (Wine_10) no modificava els nivells plasmatics de la SHBG ni de cap

parametre analitzat, ni en homes ni en dones.

En aquest estudi pilot es va observar que el consum moderat de vi negre
ric en RSV disminueix significativament els nivells totals de colesterol en sang, en
homes i en dones, i que, en dones, també s’observa un augment significatiu dels
nivells plasmatics de la SHBG. Aquets resultats obren la porta a realitzar un estudi
clinic amb més participants per tal de determinar si el contingut en RSV dels vins
negres i I'efecte que aquest té en els nivells plasmatics de la SHBG juguen un
paper significatiu en les accions beneficioses sobre les malalties CVD que

presenta el consum moderat de vi negre.

Resultats de l'article:

“Effect of Resveratrol Content in Red Wine on Circulating Sex Hormone-Binding
Globulin: Lessons from a Pilot Clinical Trial.” Laura Brianso-Llort, Olga Simé-
Servat, Lorena Ramos-Perez, Javier Torres-Torronteras, Cristina Hernandez,
Rafael Simé and David M. Selva. Molecular Nutrition & Food Research. 2022 Aug;
66(16):€2200125. DOI: 10.1002/mnfr.202200125. Epub 2022 Jul 1

91


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mnfr.202200125

Resultats

La malaltia de fetge gras no alcoholic (NAFLD) és un espectre de
malalties que progressen de 'esteatosi simple, a la esteatohepatitis (NASH) on, a
més d’esteatosi, hi ha preseéncia d’inflamacio i fibrosi, i que poden arribar a estadis
més greus com la cirrosis o I'hepatocarcinoma (HCC). Els pacients amb NAFLD i
NASH presenten nivells disminuits de la SHBG. En un estudi previ dut a terme al
nostre laboratori es va determinar que durant el desenvolupament del primer
estadi de la malaltia, 'esteatosi, els nivells de la SHBG es trobaven disminuits per
una reduccio dels nivells del factor de transcripcid HNF-4a i un augment dels
nivells de PPARy. Tot i aix0, encara no s’ha estudiat la regulacié de la SHBG en

estadis més avancats, com és la fibrosi hepatica.

En aquest estudi es va analitzar la regulacio hepatica de la SHBG durant
el desenvolupament de la fibrosi hepatica. Es va utilitzar el model animal
d’'induccié de fibrosi hepatica per injeccions intraperitoneals de CCls, utilitzant
ratolins transgénics per la SHBG humana. També es van realitzar estudis in vitro,

amb la linia cel-lular HepG2.

Un grup de mascles i femelles de ratolins transgénics per la SHBG
humana van ser tractats amb CCls dues vegades per setmana durant quatre
setmanes i un altre grup de mascles i femelles van ser tractats amb vehicle (oli
d’oliva). L’analisi dels talls histologics de fetge tenyits amb PicroSirius Red va
revelar que els animals tractats amb CCls presentaven fibrosi hepatica. A més,
aquests animals presentaven nivells d’expressio d’ARNm i de proteina de COL1A1

significativament augmentats comparats amb els animals vehicle.

Respecte a la regulacio de la SHBG, el tractament amb CCls disminuia
significativament els nivells plasmatics de la SHBG, en comparacié amb el grup
control (vehicle). De la mateixa manera, els nivells d’expressio de la SHBG al fetge
estaven significativament disminuits als animals tractats amb CCls. Aquests
animals també presentaven una disminucié significativa, tant dels nivells d’ARNm
com de proteina, d’'HNF-4q, factor de transcripcié important en la regulacid
hepatica de la SHBG.
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El TGF-B1 juga un paper important durant el desenvolupament de la
fibrosi hepatica, per aquest motiu, es van analitzar els nivells d’aquest factor i es
va observar que estaven augmentats significativament al fetge dels animals
tractats amb CCls, tant a nivell d’ARNm com de proteina. Tot seguit es va estudiar
si el TGF-B1 regulava la produccié hepatica de la SHBG, tractant les cél-lules
HepG2 amb TGF-B1 (5, 10 i 20 ng/ml) o amb vehicle (PBS) durant tres dies. El
tractament amb TGF-f1 disminuia significativament els nivells de la SHBG, tant a
nivell de proteina com d’ARNm, mitjangant les vies del SMAD3 i del STAT3 a
través del receptor tipus | de TGF-1. Un bloqueig de I'activacié del receptor tipus
| de TGF-B1, retornava els nivells de la SHBG a la normalitat. Tot i aix0, realitzant
un estudi de luciferasa de I'activitat del promotor de la SHBG es va determinar
que un tractament de curta durada (dues hores) amb TGF-B1 (20 ng/ml) no
variava l'activitat del promotor de la SHBG, encara que s’observés activacio de
les vies del SMADS i del STAT3. Finalment, es va determinar que el TGF-31
disminueix la SHBG de forma indirecta, disminuint significativament els nivells de
les isoformes provinents del promotor 1 d’HNF-4a i augmentant les isoformes
provinents del promotor 2, les quals, mitjancant un estudi de luciferasa es va

observar que presentaven menys poder transcripcional que les P1-HNF-4a.

Aquests resultats van ser confirmar in vivo, tractant a un grup de mascles
i femelles de ratolins transgénics per la SHBG humana amb TGF-1 (5 pg/kg) i un
altre grup amb vehicle (PBS) durant cinc dies. El tractament amb TGF-31
disminuia significativament els nivells de SHBG i d’'HNF-4a i s'observava un

augment dels nivells de pSTAT3.

Aquest estudi va permetre determinar que el TGF-1, el qual es troba
augmentat durant el desenvolupament de la fibrosi hepatica, disminueix la
produccid de la SHBG al fetge provocant una disminucid dels nivells de les
isoformes P1-HNF-4a i un augment de les isoformes P2-HNF-4a, mitjancant les
vies de dels SMADs i del STAT3 a través dels receptors del TGF-f1. Aquests
resultats assenyalen al TGF-81 com un factor que podria estar implicat en els
baixos nivells de la SHBG plasmatica observats en pacients amb NASH i fibrosi

hepatica.
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Resultats de I'article:

“Transforming growth factor-beta 1: A new factor reducing hepatic SHBG
production in liver fibrosis.” Laura Brianso-Llort, Lidia Fuertes-Rioja, Lorena
Ramos-Perez, Maria Teresa Salcedo-Allende, Cristina Hernandez, Rafael Simé
and David M. Selva. Journal of Cellular Physiology. 2022 Jun; 27 DOI:
10.1002/jcp.30818
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4. DISCUSSIO

4.1. Estudi de la regulacié de la SHBG per factors nutricionals i cerca

dels mecanismes moleculars involucrats: la cafeina

Des de fa anys, el nostre laboratori ha estudiat diferents factors
nutricionals que regulen la produccio de la SHBG hepatica i n'ha determinat el
mecanisme molecular involucrat, com per exemple les dietes riques en greix, el
consum d’oli d’'oliva o el resveratrol (RSV) [75,104,269]. En diverses malalties
metaboliques la SHBG es troba disminuida [48] i I'estudi de factors nutricionals
que augmentin aquests nivells és de gran interés per les implicacions
terapeutiques associades a la SHBG [219-221]. Existeixen evidéncies
epidemioldgiques que relacionen una correlacié positiva entre el consum de
productes amb cafeina i els nivells plasmatics de la SHBG [285-292,380]. Per
aquest motiu, en aquest estudi es va analitzar si la cafeina regulava la produccié

hepatica de la SHBG i se’n van determinar els mecanismes moleculars implicats.

Els ratolins adults no presenten expressié hepatica de la Shbg, els quals
només I'expressa a les cél-lules de Sertoli dels testicles [79]. Als anys noranta,
Janne et al. (1998) van generar els ratolins transgenics per la SHBG humana, els
quals expressen la SHBG humana al fetge sota la regulacié del seu propi promotor
proximal [54], els quals son utilitzats per I'estudi de la regulacio hepatica de la
SHBG. El tractament durant quinze dies amb cafeina al ratoli transgénic per la
SHBG humana augmentava els nivells plasmatics de la SHBG, de la mateixa
manera, es va observar que I'expressio d’ARNm de la SHBG estava augmentada
als fetges dels ratolins tractats respecte als animals control (vehicle), confirmant
el que estudis epidemiologics havien descrit, que el consum de cafeina augmenta
la produccié hepatica de la SHBG [286,291,292,380].

Per esbrinar els mecanismes moleculars pels quals la cafeina augmenta
els nivells d’expressio hepatica de la SHBG, es van realitzar estudis in vitro amb
les cel'lules HepG2, el tractament diari amb cafeina durant tres dies amb dues
concentracions de cafeina (100 i 500 uM), les quals correspondrien als nivells de

cafeina que arriben al fetge després d’un consum d’una tassa (100 uM) o de
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quatre tasses de café (500 uM) [381] no modificava la produccié hepatica de la
SHBG. A més, no es veia afectat el contingut de triglicéerids de les HepG2,
contrariament al que s’havia observat a un estudi anterior [382]. La discrepancia
entre aquests resultats es podria explicar perqué a I'estudi anterior es van tractar
les cel-lules HepG2 amb concentracions elevades de cafeina (2 i 4 mM), les quals
corresponen a nivells dificils d’aconseguir amb un consum de café o de productes
amb cafeina [381]. A més, altres estudis han demostrat que el tractament amb
cafeina a concentracions superiors a 600 uM comprometen la viabilitat cel-lular
de les HepG2 [383,384], fet que podria explicar la baixada del contingut en
triglicérids observats a I'estudi on es van tractar les cel-lules HepG2 amb cafeina
a altes concentracions (2 i 4 mM) [382]. En canvi, les concentracions de cafeina

utilitzades al nostre estudi no afectaven la viabilitat cel-lular de les cél-lules HepG2.

Els resultats obtinguts in vitro, on el tractament amb cafeina a les cél-lules
HepG2 no modifica els nivells de la SHBG i els obtinguts in vivo, on el tractament
amb cafeina augmenta els nivells plasmatics de la SHBG als ratolins transgénics
per la SHBG humana, suggereixen que la cafeina no regula directament la
produccid hepatica de la SHBG, sind que ho fa de forma indirecta, amb la

implicacio d’algun altre teixit.

Diversos estudis han demostrat que la cafeina inhibeix la diferenciacio
dels adipdcits i indueix la lipdlisi al teixit adipds [385-388]. El teixit adipds esta
caracteritzat per secretar diverses citocines proinflamatories com el TNF-a i I'lL-
1B i citocines antiinflamatories com I'adiponectina [108,389]. En estudis previs
realitzats al nostre grup s’ha demostrat que el TNF-a i I'lL-18 redueixen 'expressio
hepatica de la SHBG, disminuint els nivells del factor de transcripcié HNF-4a
[106,260] i que l'adiponectina augmenta la produccié hepatica de la SHBG,
mitjangant I'increment del factor de transcripcié HNF-4a [108]. Tot i aix0, no esta
demostrada la relacié entre el consum de cafeina i els nivells de TNF-a o d’'IL-13
[390], en canvi, diversos estudis epidemiologics mostren que el consum de
cafeina en humans correlaciona positivament amb els nivells plasmatics
d’adiponectina [291,391-395]. Aquests resultats van ser corroborats al nostre

estudi, on els ratolins transgenics per la SHBG humana tractats amb cafeina
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presentaven nivells significativament augmentats d’adiponectina en sang,
comparats amb els que presentaven els ratolins controls (vehicle). A més,
s’observava un augment dels nivells d’expressio d’ARNm d’adiponectina al teixit
adipds dels ratolins tractats amb cafeina, en comparacié amb els ratolins control

(vehicle).

Aquests resultats van ser confirmats in vitro on el tractament amb cafeina
a les céllules 3T3-L1, adipocits de ratoli diferenciats, també augmentava els
nivells d’adiponectina. La cafeina és un antagonista natural del receptor de
'adenosina i esta descrit que molts dels efectes provocats per la cafeina son
mediats per aquest receptor [396,397]. Per aguest motiu, es van co-tractar les
cel-lules 3T3-L1 amb cafeina i adenosina. El co-tractament amb adenosina era
capa¢ de bloquejar I'augment de la produccié d’adiponectina induida per la
cafeina, suggerint que els efectes de la cafeina son mediats pel receptor de

'adenosina, com préviament ja ha estat descrit a la literatura [398].

La regulacio de l'expressio de I'adiponectina al teixit adip6s ha estat
ampliament estudiada durant els ultims anys. L'adiponeticna pot estar regulada
tant a nivell transcripcional com post-transcripcional [399,400] i son diversos els
factors de transcripcié que en regulen la seva expressio, com per exemple PPARy
[400,401] o FoxO1 [399,400,402]. Al nostre estudi, el tractament amb cafeina a
les cel-lules 3T3-L1 no modificava els nivells del factor de transcripcid PPARY, en

canvi, s’'observava un augment dels nivells de FoxO1.

FoxO1 és un factor de transcripcid que esta altament expressat al teixit
adipods i que regula processos com la diferenciacio dels adipocits, la defensa
davant I'estres oxidatiu o el metabolisme dels lipids [403]. Quan no esta fosforilat
es localitza al nucli i és capag d’unir-se als seus gens diana i activar-los, com per
exemple, a I'adiponectina [399,400,402]. L’AKT pot fosforilar a FoxO1 i inactivar-
lo, la forma fosforilada de FoxO1 (pFoxO1) transloca cap al citoplasma, on es pot
unir a una proteina adaptadora, la qual el manté al citoplasma de forma inactiva,
0 pot ser degradat pel proteasoma [404,405]. Al nostre estudi es va demostrar,

tant en experiments in vitro amb la linia cel-lular 3T3-L1, com en experiments in
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vivo amb el ratoli transgénic per la SHBG humana, que el tractament amb cafeina
reduia els nivells d’AKT fosforilat i de pFoxO1 i s’observava un augment dels nivells
de FoxO1 totals, consequentment s’activava I'expressié d’adiponectina al teixit
adipds. A més, el co-tractament amb adenosina revertia els efectes causats per
la cafeina, reforgant la hipdtesi de que els efectes provocats per la cafeina son

dependents del receptor de 'adenosina.

Diversos estudis epidemioldgics han demostrat una correlacié positiva
entre els nivells plasmatics de la SHBG i els nivells d’adiponectina [257-259]. A
meés, en un estudi anterior dut a terme al nostre laboratori es van descriure els
mecanismes moleculars pels quals I'adiponectina augmenta I'expressid hepatica
de la SHBG [108]. L’adiponectina s’uneix al seu receptor a la membrana dels
hepatocits i augmenta els nivells del factor de transcripcié HNF-4a [108]. Es van
analitzar els nivells d’'HNF-4a dels fetges dels ratolins tractats amb cafeina i es va
observar que aquests animals presentaven un augment significatiu dels nivells

d’'HNF-4a respecte els animals control (vehicle).

En conclusid, en aquest estudi s’ha pogut determinar que la cafeina
incrementa I'expressid hepatica de la SHBG indirectament, augmentant la
produccié d’adiponectina al teixit adipds, mitjangant la via de senyalitzacio
AKT/FoxO1. L’augment dels nivells d’adiponectina augmenta els nivells del factor

de transcripcio HNF-4a al fetge, el qual augmenta I'expressié hepatica de la SHBG

( )-

Aquest estudi aporta els mecanismes moleculars que expliquen la
correlacio positiva observada en diversos estudis epidemiologics entre el consum
de cafeina i 'augment dels nivells plasmatics de la SHBG que poden ser els
responsables del menor risc associat de patir DMT2 dels consumidors de cafe,

com apunten alguns altres estudis [286,292].
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Figura 20: Mecanismes moleculars pels quals la cafeina incrementa els nivells
plasmatics de la SHBG. La cafeina incrementa els nivells plasmatics de la SHBG de
manera indirecta, mitjangant I'augment de I'expressio al teixit adipos de I'adiponectina a
través de la via se senyalitzacio AKT / FoxO1. L’adiponectina al fetge augmenta els
nivells del factor de transcripcié HNF-4a el qual incrementa I'expressié de la SHBG.
RA: Receptor d’adenosina
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El consum moderat de vi negre és una caracteristica de la dieta
Mediterrania [406], la qual ha estat associada a efectes beneficiosos en malalties
com el sindrome metabolic o les malalties cardiovasculars [407—410]. En diversos
estudis s’apunta al consum de vi negre com un dels factors responsable del baix
risc de desenvolupar sindrome metabolic i CVD de la Dieta Mediterrania [411—
414]. Concretament, el resveratrol (RSV), un antioxidant present als vins negres,
s’ha descrit com un agent protector contra el desenvolupament de malalties CVD,
cancer o de mitigar les consequencies del consum de dietes riques en greix [274—
279,415]. En diversos estudis s’ha observat que la SHBG es troba disminuida en
pacients que pateixen malalties metaboliques i els nivells baixos de la SHBG son

un predictor del risc cardiovascular [202,203,416].

A més, en un estudi previ realitzat al nostre laboratori es va poder
determinar que el tractament amb vi negre a céllules HepG2 augmentava
'expressio de la SHBG, en canvi, el tractament amb vi blanc no modificava els
nivells d’expressi¢ de la SHBG [75]. En el mateix estudi es va observar que el
tractament amb RSV, el qual esta vint vegades més concentrat als vins negres
que als vins blancs [273], augmentava 'expressio de la SHBG activant el CAR
huma, el qual dimeritza amb RXR i s’uneix al DR1, situat a 70 pb del promotor del
gen de la SHBG [75]. També es va observar una correlacié positiva entre els
nivells d’expressid hepatics de CAR i de SHBG en bidpsies humanes. Tot i aix0,
encara no s’ha estudiat si el consum de vins negres rics en RSV modula els nivells

plasmatics de la SHBG en humans.

En aquest estudi pilot es van testar dos vins negres, un amb un baix
contingut en RSV (1 mg/ml) i un altre amb un alt contingut en RSV (5.9 mg/ml) i
es va observar que el vi negre amb un baix contingut en RSV no modificava cap
dels parametres bioquimics analitzats. En canvi, el consum de vi negre amb un alt
contingut en RSV era capac de reduir el nivells totals de colesterol en sang, tant
en homes com en dones, i incrementava els nivells plasmatics de la SHBG, perd

en aquest cas només en dones.
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La reduccié significativa dels nivells de colesterol observats, tant en
homes com en dones, després del consum moderat de vi negre ric en RSV es
troba en concordanga amb el que s’ha descrit en altres estudis i que esta recollit
en un meta-analisi recent sobre I'efecte de la suplementacié amb RSV sobre el
perfil lipidic, on s’observa una disminucid del colesterol total després del
tractament amb RSV [417]. En altres estudis recents, la suplementacio amb RSV
també provoca una disminucié dels nivells dels triglicérids plasmatics [418]. Al
nostre estudi també s’observa una baixada dels triglicérids plasmatics després del
consum del vi negre ric en RSV, perd aguesta disminucio no és significativa, degut
a la gran variabilitat d’'aquesta mesura entre els individus, fet que posa de manifest
una de les limitacions del nostre estudi pilot, el qual només compta amb la
participacio de vint-i-sis voluntaris sans, sent una mostra baixa que es podria

augmentar en futures investigacions.

A més, a la literatura esta descrit que el consum d’alcohol incrementa els
nivells plasmatics de colesterol de baixa densitat (HDL) [419-422], fet que no
s’observa al nostre estudi. Aquestes diferéncies entre estudis pot ser explicada
perqué els altres estudis comparaven els nivells d’'HDL entre bevedors i no
bevedors d’alcohol, mentre que al nostre estudi tot els participants bevien alcohol.
També pot ser explicar per les diferéncies entre el disseny i la duracio dels estudis

o les caracteristiques dels vins utilitzats.

En relacio als nivells plasmatics de la SHBG, en homes, cap dels vins
analitzats al nostre estudi modificava els nivells plasmatics de la SHBG, en canvi,
en dones, el vi negre amb un baix contingut en RSV no variava es nivells de la
SHBG, pero el vinegre amb un alt contingut en RSV augmentava significativament
els nivells de la SHBG plasmatica. Shufelt, et al (2012) van realitzar un estudi clinic
amb un grup de dones pre-menopausiques on comparaven els efectes del
consum de vi blanc o de vi negre en diversos parametres plasmatics i no van
observar diferéncies en els nivells plasmatics de la SHBG en cap dels grups
analitzats [423]. Aquests resultats discrepen amb els observats al nostre estudi,
on el vi negre ric en RSV augmenta significativament els nivells plasmatics de la
SHBG en dones. Existeix una diferéncia important entre el nostre estudi i el

realitzat per Shufelt, et al. (2012) que podria explicar els resultats oposats
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obtinguts. A I'estudi de Shufelt, et al. (2012) es va utilitzar un vi negre que contenia
0.9 mg/ml de RSV, concentracié similar a la del vi negre amb baix contingut en
RSV (1 mg/ml) utilitzat al nostre estudi i, en el qual tampoc s’observen diferéncies
en els nivells plasmatics de la SHBG després del seu consum, ni en homes ni en
dones. En canvi, el consum del vi negre amb alt contingut en RSV (5.9 mg/ml)
utilitzat al nostre estudi si que augmenta significativament els nivells de la SHBG
en dones. El vi negre amb un alt contingut en RSV conté sis vegades més RSV
que l'utilitzat per Shufelt, et al. (2012), fet que podria explicar que és necessari un
contingut major de RSV als vins negres per veure un efecte als nivells plasmatics

de la SHBG en dones.

A més, els resultats observats al nostre estudi pilot estan en concordanca
amb els resultats obtinguts en altres estudis previs amb suplementacio de la dieta
amb RSV. Chow et al. (2014) van observar un increment del 10% dels nivells
plasmatics de la SHBG després d’un tractament amb 1 g de RSV diari durant
dotze setmanes a dones obeses post-menopausiques [424]. En un altre estudi es
van tractar a dones amb PCOS amb 1.5 g de RSV diari durant tres mesos i van
observar un augment dels nivells plasmatics de la SHBG, tot i que aquest no era
significatiu [425]. Curiosament, I'increment de la SHBG és major al nostre estudi,
en el qual les voluntaries rebien una dosi d’1.1 mg de RSV diari, dosi menor que
la utilitzada a l'estudi de Chow et al. (2014). L’augment de l'efecte del RSV
observat al nostre estudi pot ser explicat per diverses raons. Primer de tot, la baixa
solubilitat que presenta el RSV pur i de la seva baixa absorcio a nivell intestinal
[426], en segon lloc per la preséncia d’altres polifenols al vi negre utilitzat al nostre
estudi, com per exemple de diferents estilbens, que puguin estar incrementant els
nivells plasmatics de la SHBG en sinergia amb el RSV o que puguin estar donant
estabilitat al RSV perquée s’absorbeixi més eficientment a nivell intestinal
[427,428].

Pel que fa als homes, el consum de vi negre, tant el que conté una alta
concentracio en RSV com el que presenta un baix contingut en RSV, no modifica
els nivells plasmatics de la SHBG. Aquests resultats concorden amb els obtinguts
en un estudi previ realitzat a homes amb sindrome metabolic, on el tractament

diari de dosis entre 150 i 1000 mg de RSV durant quatre mesos no afectaven als
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nivells plasmatics de la SHBG [429]. Les diferencies observades entre sexes en
la modificacid dels nivells plasmatics de la SHBG provocades pel RSV son
interessants i mereixen ser estudiades amb atencio, perod aquesta diferencia es
podria explicar per les diferéncies d’expressio del CAR observades entre dones i
homes [430,431], ja que esta descrit que el RSV incrementa 'expressio hepatica

de la SHBG mitjangant I'activacié del CAR huma [75].

El nostre estudi presenta diverses limitacions, com per exemple el baix
nombre de participants, que només ens permet observar una possible relacio
entre el contingut de RSV dels vins negres i 'augment dels nivells plasmatics de
la SHBG en dones. Una altra limitacié important del nostre estudi pilot és que al vi
negre hi ha preséncia d’altres polifenols, com per exemple d’estilbens o d’altres
antioxidants que, sinergicament amb el RSV, poden augmentar I'expressio
hepatics de la SHBG i aquests no han estat mesurats als vins negres utilitzats en

aquest estudi.

En conclusio, I'estudi pilot mostra que el consum moderat de vi negre amb
un alt contingut en RSV redueix els nivells plasmatics de colesterol total, tant en
dones com en homes, i incrementa els nivells plasmatics de la SHBG només en
dones ( ). En canvi, el consum moderat de vi negre amb un baix contingut
en RSV no modifica cap dels parametres bioquimics analitzats, ni en homes ni en

dones.

Aquests resultats obren el cami a la realitzacié d’estudis clinics amb més
participants on es pugui determinar si el contingut en RSV dels vins negres i el seu
efecte en els nivells plasmatics de la SHBG poden ser els responsables dels

beneficis cardiovasculars que s’atribueixen al consum moderat de vi negre.
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El consum de vi negre ric en resveratrol augmenta els nivells plasmatics de
SHBG en dones i disminueix els nivells de colesterol total en homes i dones.

Estudi pilot amb vint-i-sis voluntaris sans (quinze homes i onze dones) els quals van beure
durant catorze dies dos vins negres amb diferent contingut en resveratrol (RSV), amb una
setmana de rentat entre el consum del vi negre amb baix contingut en RSV (1 mg/ml) i el
vi negre amb un alt contingut en RSV (5.9 mg/ml). El consum del vi negre amb baix
contingut en RSV no modifica els parametres bioquimics analitzats, en canvi, el consum
del vi negre amb alt contingut en RSV disminueix els nivells totals de colesterol plasmatics
en homes i en dones i augmenta els nivells plasmatics de la SHBG només en dones.

La prevalenga de la NAFLD va en augment i actualment s’estima que
entre un 14-25% de la poblacid general mundial la pateix [209]. La NAFLD
progressa d’esteatosi simple a NASH, on s’observa lesié cel-lular, inflamacié i, en
alguns casos, preséncia de fibrosi hepatica, la qual és un factor clau de mal

pronostic de la malaltia, que pot desenvolupar cap a cirrosis i HCC [306]. Degut
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a 'augment de la prevalenca de la NAFLD i els riscos associats que comporta,
I'estudi de biomarcardors que puguin predir el desenvolupament de la NAFLD ha

esdevingut de gran importancia durant el ultims anys [307].

En humans, la SHBG plasmatica es troba alterada en multiples malalties
metaboliques i diversos estudis mostren que els pacients amb NAFLD i NASH
presenten nivells disminuits de la SHBG [212-218]. En estudis previs realitzats al
nostre laboratori s’han pogut determinar els mecanismes moleculars pels quals
s’observa una disminucioé de la SHBG durant el primer estadi de la malaltia del
fetge gras: I'esteatosi [121]. En aquest estadi, 'acumulacié de greix al fetge
augmenta I'expressi6 de PPARy i disminueix els nivells d’HNF-4q, en
consequéncia, es disminueixen els nivells d’expressid hepatica de la SHBG. En
aquest sentit, esta descrit que els nivells plasmatics de la SHBG estan
inversament correlacionats amb 'acumulacié de greix hepatic [432]. Tot i aix0,
els mecanismes moleculars que regulen I'expressio hepatica de la SHBG durant
el desenvolupament d’estadis més avancats de la malaltia, com per exemple
durant la fibrosi hepatica, encara no havien estat determinats. Per aquest motiu,
en aquest estudi s’ha analitzat la regulacid hepatica de la SHBG durant el
desenvolupament de la fibrosi hepatica i els mecanismes moleculars involucrats

en aquesta regulacio.

Per dur a terme aquest estudi s’ha utilitzat el ratoli transgenic per la SHBG
humana i el model animal de dany hepatic per administracié de CCls, ampliament
utilitzat per 'estudi del la fibrosi hepatica [373-375]. Es va escollir el model animal
de fibrosi hepatica per administraci6 de CCls per tal d'observar el mecanisme
molecular concret que regula I'expressid hepatica de la SHBG durant el
desenvolupament de la fibrosi. Aquest model animal no acumula greix al fetge i,
per tant, es pot estudiar la regulacié de la SHBG independentment de 'acumulacio
de greix, primer estadi de la NAFLD i on ja es coneixen els mecanismes moleculars
que disminueixen I'expressio hepatica de la SHBG durant aquesta etapa de la
malaltia [121].

El tractament amb CCls a ratolins transgénics per la SHBG humana no

indueix acumulacié de greix, perd si que augmenta la deposicid de col-lagen i
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incrementa I'expressié de COL1A7 ide TGFB1, a nivell d’ARNm i de proteina, tant
en mascles com en femelles. L’augment de COL1A1 és una caracteristica de la
fiorosi hepatica [433] i el TGF-B1 és un dels factors de creixement claus que
inicien el procés de fibrosis al fetge [361-363]. Diversos estudis previs ja han
descrit que existeix un augment del TGF-B1 després del tractament amb CCls en
ratolins [378,379,434], a més, aquest factor de creixement es troba augmentat
als fetges dels pacients que pateixen fibrosis hepatica [358,359], per tant, el
model animal de fibrosi hepatica per injeccié de CCls és un bon model per I'estudi
de la regulacié de la SHBG durant el desenvolupament de la fibrosi hepatica ja

que presenta les caracteristiques dels fetges humans amb fibrosi hepatica.

En aquest estudi es va explorar si el TGF-1 esta implicat en la reduccio
dels nivells de la SHBG observats en pacients amb NASH i fibrosi hepatica i es va
determinar que el tractament amb TGF-1 redueix els nivells d’expressio de la
SHBG tant in vitro amb les cél-lules HepG2, com in vivo, ja que el ratoli transgénic
per la SHBG humana tractat amb TGF-B1 també presenta nivells disminuits de
SHBG. En aquest sentit, els ratolins transgénics per SHBG humana tractats amb
CCls, els quals contenen nivells augmentats de TGF-1, també presenten una
reduccioé dels nivells de la SHBG hepatica, si es comparen amb els que presenten

els animals control (vehicle).

EI TGF-B1 du a terme els seus efectes unint-se al seu receptor tipus Il de
TGF-B1 (TGFBRII), el qual es fosforila i forma un heterodimer amb el receptor tipus
| de TGF-B1 (TGFBRI), que és transfosforilat i s’inicia la cascada de senyalitzacié
del TGF-B1 per la via canonica dels SMADs o per les vies no-canoniques, entre
les quals s’hi troba la via del STAT3 [348,357,361]. Els resultats obtinguts in vitro
corroboren que el tractament amb TGF-B1 redueix els nivells de SHBG a les
celllules HepG2 activant la fosforilacié de les vies del SMAD3 i del STAT3,
mitjangant el TGFBRI. Aquesta reduccié es pot revertir amb el cotractament amb

SB-431542, un inhibidor de TGFBRI [435,436].

Aquests resultats van ser parcialment confirmats in vivo, ja que el
tractament amb TGF-31 al ratoli transgénic per la SHBG humana incrementava la

fosforilacio del STAT3, pero no es va detectar SMAD3 fosforilat als fetges dels
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ratolins. Aquesta diferéncia entre els experiments in vitro i els experiments in vivo
poden ser deguts a una diferéncia en el temps de resposta, ja que els animals van
ser tractats una hora abans de ser sacrificats, podent haver desaparegut la
fosforilacié de pSMAD3 o per la propia afinitat de I'anticos utilitzat i seria necessari

un estudi més exhaustiu d’aquesta diferéncia observada.

La regi6 del promotor proximal de la SHBG al fetge ha estat ampliament
estudiada i diverses regions FP, on els factors de transcripcié s’hi uneixen per
regular la seva expressio, han estat identificades [44]. Concretament, a la regio
del FP3 s’hi poden unir molts factors de transcripcid, com I'HNF-4a o PPARy
[73,105]. Per determinar si el TGF-B1 regula la transcripcié génica de la SHBG de
forma directa es va analitzar in silico la regi6 de 299 pb del P. de la SHBG, el qual
regula 'expressio hepatica de la SHBG [73], perd no es van identificar zones
d’unié putatives ni del SMADS3 i ni del STAT3, factors que es torben augmentats
després del tractament amb TGF-B1. A més, el tractament de TGF-31 de curta
durada (dues hores) a les cél-lules HepG2 incrementava els nivells de pPSMAD3 i
pSTAT3, en canvi, no s’observava una disminucid de l'expressio de la SHBG,
suggerint un altre mecanisme molecular secundari implicat en la reduccio dels

nivells de la SHBG després del tractament amb TGF-1.

Durant els ultims anys, s’ha descobert que molts dels factors que regulen
I'expressio de la SHBG hepatica ho fan a través de modificar els nivells del factor
de transcripcié HNF-4a. Per exemple, diversos factors nutricionals, com una dieta
rica en carbohidrats o el palmitat o diverses citocines, com el TNF-a o I'lL-13
disminueixen els nivells d’'HNF-4a[104,106,260], i consequentment, es redueixen
els nivells de la SHBG. En canvi, les hormones tiroidals o I'adiponectina
augmenten els nivells d'HNF-4a [105,108], amb un consequent augment dels
nivells de la SHBG [73]. Per aquest motiu, es van analitzar els nivells dels dos
factors de transcripcidé més importants que regulen la SHBG hepatica i es va
observar que el tractament amb TGF-B1 reduia els nivells del factor de
transcripcio HNF-4a, en canvi, no s’observaven variacions en els nivells proteics
de PPARYy, tant en els experiments in vitro amb les cél-lules HepG2 com els
experiment in vivo amb el ratoli transgenic per la SHBG humana. Aquests resultats

també es van observar al model de fibrosi hepatica per injeccié de CCls, ja que
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els animals tractats amb CCls presentaven nivells disminuits del factor de
transcripcid HNF-4a, comparats amb els nivells observats als ratolins control
(vehicle), en canvi, el tractament amb CCls no induia diferencies significatives als

nivells proteics de PPARY.

Concretament, amb els estudis in vitro amb les cel-lules HepG2, es va
determinar que el tractament amb TGF-1 disminuia especificament les isoformes
P1-HNF-4a i incrementava les isoformes P2-HNF-4a. Aquestes isoformes només
es diferencien per la regié N-terminal, la qual conté el domini AF-1, una regi6 de
transactivacié [95]. Les isoformes P2-HNF-4a no contenen aquest domini
[94,96,97] i presenten un poder transcripcional menor que les isoformes
canoniques P1-HNF-4aq, les qual si que presenten el domini AF-1[94,98], a més,
diversos gens diana d’HNF-4a son dependents d’aquest domini [99]. Al nostre
estudi es va confirmar que les isoformes P2-HNF-4a tenen un poder
transcripcional menor que les isoformes P1-HNF-4q, realitzant un estudi de
luciferasa en ceéllules HepG2, les HepG2 transfectades amb P2-HNF-4a
presentaven una activitat del promotor de la SHBG menor que les HepG2
transfectades amb P1-HNF-4a.

A la literatura s’ha descrit que durant el desenvolupament de 'HCC
existeix un augment de les isoformes P2-HNF-4a i una disminucio de les isoformes
P1-HNF-4a [102,103], paralllelament, en el desenvolupament d’HCC també
s’observa un increment de TGF-B1 [361,437]. A més, un estudi recent amb
pacients amb malaltia hepatica alcoholica mostra una desregulacié en I'expressio
de les diferents isoformes d’HNF-4a en aquests pacients, els quals presenten un
augment de les isoformes P2-HNF-4a [438]. En aquest estudi, Argemi, et al.
(2019) van determinar que el TGF-B1 era el factor responsable de 'augment de
les isoformes P2-HNF-4a observat en aquests pacients [438], resultats que es

troben en concordanc¢a amb els obtinguts al nostre estudi.

Nivells elevats del TGF-B1 correlacionen amb un increment del risc de
desenvolupar sindrome metabolic, diabetis tipus 2 i malalties cardiovasculars
[439], malalties que també han estat relacionades amb nivells plasmatics

disminuits de la SHBG [202,416,432,440,441]. A més, la preséncia de fibrosi
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hepatica és un factor de risc important pel desenvolupament de malalties CVD
[442-444], per tant, la disminuci6 dels nivells plasmatics de la SHBG provocats
pel TGF-B1 podrien explicar la relacié observada entre nivells alterats del TGF-31
i el risc a desenvolupar malalties com la DMT2 o les CVD. Per tant, la SHBG seria
'hepatoquina que uniria l'eix fetge-cor i la seva disminucid durant el
desenvolupament de la fibrosi hepatica contribuiria al risc observat en pacients
amb NAFLD/ NASH o amb fetges fibrotics o cirrdtics de desenvolupar malalties
CVD [304].

A la SHBG se li han atribuit efectes anti-inflamatoris [221], redueix
'acumulacio de greix [219,220] i redueix l'estrés del reticle endoplasmatic
provocat pel palmitat en hepatocits [297]. Tots aquests processos estan implicats
en el desenvolupament de la NAFDL/NASH [307]. A més, citocines
proinflamatories com el TNF-a o I'lL-1 també redueixen la produccio hepatica de
la SHBG [106,260] i aquestes citocines també estan involucrades en la inflamacio
present durant el desenvolupament de la NASH [346], per tant, durant el
desenvolupament de la NASH, son diversos els factors que estarien implicats en
la disminuci¢ dels nivells de la SHBG hepatica, la qual presenta diversos efectes
beneficiosos per frenar el desenvolupament d’aquesta malaltia. L'estudi de la
possible implicacié de la SHBG en el desenvolupament de la NASH i de la fibrosi

hepatica és interessant i s’hauria d’estudiar.

En resum, en aquest estudi s’ha determinat que durant el
desenvolupament de la fibrosi hepatica per dany hepatic augmenta la produccio
del TGF-B1, el qual, mitjangant les vies de senyalitzacié dels SMADs i de 'STATS3,
disminueix els nivells de les isoformes P1-HNF-4a i augmenta els nivells de les
isoformes P2-HNF-4a, les quals presenten un poder transcripcional menor i
desplacen a les isoformes P1-HNF-4a dels lloc d’uni6 del FP3 del promotor de la

SHBG, disminuint aixi I'expressié hepatica de la SHBG ( ).

En conjunt, s’ha descrit per primera vegada al TGF-31 com un factor que
regula l'expressid hepatica de la SHBG, el qual pot estar involucrat en la
disminucid dels nivells plasmatics de la SHBG observats en pacients amb
NAFLD/NASH.

112



Discussio

ccl,

HSC

HSC activades

quiescents

—
@

Gens
profibrotics

Deposicio MEC

Fibrosis

nuclear
membrane

\pr%
—

P2 — P1 | Gen HNF4A | [Pz P} Gen HNF4A |
—— P1-HNF4a
| P1-HNF4a l

P1- ‘
_ HNF4a

PROMOTOR Gen SHBG PROMOTOR Gen SHBG

Nivells normals SHBG Nivells disminuits de SHBG

FETGE SA FETGE FIBROTIC

Figura 22: Mecanisme molecular pel qual el TGF-B1 redueix els nivells d’expressio
hepatica de la SHBG. Durant el dany hepatic induit pel CCls s’incrementa la produccio del
TGF-B1 per part de les cél-lules de Kupffer (KC), entre altres. EI TGF-31 activa les cél-lules
estrellades (HSC), responsables de la produccié de col-lagen tipus | i de la deposicid
deproteines fibril-lars a la matriu extracel-lular (MEC). Als hepatocits, el TGF-1 redueix els
nivells de les isoformes P1-HNF-4a i incrementa els nivells de les isoformes P2-HNF-4a
mitjangant les vies de senyalitzacio dels SMAD i el STAT3, a través del receptor | del TGF-
B1 receptor |, reduint d’'aquesta manera els nivells d’expressio de la SHBG hepatica.
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Conclusions

. CONCLUSIONS

La cafeina augmenta la produccid hepatica de la SHBG indirectament,
augmentant I'expressié d’adiponectina al teixit adipds, mitjancant la via
d’AKT/FOXO1. L'augment d’adiponectina incrementa els nivells d’HNF-4a al

fetge, augmentant I'expressié de SHBG.

El consum de vi negre amb un alt contingut en resveratrol disminueix el
colesterol total en homes i dones i augmenta els nivells plasmatics de la

SHBG només en dones.

L’expressio de la SHBG es troba disminuida durant el desenvolupament de

la fibrosi hepatica en el model animal de fibrosi hepatica induida pel CCla.

La disminucié de la SHBG observada durant el desenvolupament de la

fibrosis hepatica esta provocada per un augment del TGF1.

El mecanisme molecular pel qual el TGFB1 disminueix I'expressié de la SHBG
es a través del TGFB1RI, incrementant la fosforilacid dels SMADs i del

STATS3, provocant una disminucié de les isoformes P1-HNF4a i un augment

de I'expressio de les isoformes P2- HNF4a al fetge.
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