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RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA) es la enfermedad hepdtica cronica mds comdn del mundo.
La EHGNA se considera la manifestacion hepdtica del sindrome metabolico al estar directamente asociada con la
obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes mellitus tipo 2 y las complicaciones cardiovasculares. Pese a su pre-
valencia, los factores que desencadenan la progresion de la EHGNA a la esteatohepatitis no alcohdlica, la cirrosis y
el carcinoma hepatocelular son poco conocidos. Actualmente, no existe tratamiento eficaz ni hay disponible un método
fiable para su diagndstico y estatificacion mds alld de la biopsia hepdtica altamente invasiva.

Recientemente, las vesiculas extracelulares (VEs) han emergido como posibles biomarcadores para el diagnéstico de
la EHGNA. Las VEs son vesiculas derivadas de las células que contienen proteinas y dcidos nucleicos, entre otros com-
ponentes, que interactian y desencadenan una gran variedad de respuestas en células diana proximas o distantes.
Varios mecanismos implicados en la progresion de la EHGNA, como la inflamacion, la fibrosis y la angiogénesis, re-
lacionados con la lipotoxicidad, desencadenan la secrecion de VEs por las células hepdticas. En esta revision nos cen-
traremos en las VEs secretadas por los hepatocitos (Hep-VEs) como mensajeros del interactoma entre las diferentes
células hepdticas en la patogénesis de la EHGNA, asi como en su papel como biomarcadores no invasivos para su
diagnastico y estratificacion. Ademds, destacaremos las investigaciones disponibles hasta la fecha, las limitaciones
actuales y las futuras diredirices para su implementacion en un entorno clinico como biomarcadores o dianas fera-
péuticas de la enfermedad hepdtica.

ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause of chronic liver disease worldwide. NAFLD, the
hepatic manifestation of the metabolic syndrome, closely associates with insulin resistance, type 2 diabetes mellitus,
obesity and cardiovascular disease. Until now, the specific factors involved in the progression of NAFLD from fatty
liver to non-alcoholic steatohepatitis, cirrhosis and, ultimately hepatocellular carcinoma have not been totally eluci-
dated.

Also, patients have to face the lack of efficient or personalized treatments, as well as the absence of reliable diagnosis
or staging methods beyond the highly invasive liver biopsy. In the last years, extracellular vesicles (VEs) are considered
as potential biomarkers for the diagnosis many diseases including NAFLD. VEs are released by different cells types
into the circulation and contain nucleic acids and proteins, among other components of their, that interact with su-
rrounding or distant target cells, thereby triggering a plethora of responses. During NAFLD progression, several pro-
cesses such as inflammation, fibrosis and angiogenesis, all related to MS-associated lipotoxicity, lead to VEs release
by liver cells. In this review we will focus in the role of hepatocyte-derived VEs (Hep-VEs) and their interactions with
non-parenchymal liver cells populations during NAFLD pathogenesis, as well as in their role as non-invasive bio-
markers for disease diagnosis and progression. We will highlight the recent work currently available on VEs in the
context of NAFLD, the current limitations and future directions for the implementation of VEs as biomarkers or fargets
of liver disease in the clinical sefting.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA)
es la enfermedad hepdtica cronica mds comin en el mundo, afec-
tando aproximadamente al 25 % de la poblacion adulta, especial-
mente en los paises industrializados (1). Al mismo tiempo, la
EHGNA es también la forma mds prevalente de enfermedad he-
pdtica cronica en la infancia, afectando aproximadamente al 10 %
de la poblacion pedidtrica general (2, 3). La definicion ddsica de
la EHGNA excluye el consumo excesivo de alcohol, que causa la lla-
mada enfermedad hepdtica alcohdlica. Numerosas evidencias apo-
yan la hipétesis de que la EHGNA es la manifestacion hepdtica del
sindrome metabdlico (SM), siendo la resistencia a la insulina el
factor patogénico comin entre ambas (4). Aunque se han descrito
algunos factores genéticos como elementos de riesgo para la
EHGNA (5), el aumento del peso corporal, asi como la presencia
de varias caracteristicas del SM, como la adiposidad, la hiperglu-
cemia, la dislipidemia o la hipertension, pueden ser determinantes
clave en la patogenia de la EHGNA.

La EHGNA engloba un amplio espectro de lesiones en el
higado, en el que se incluyen la esteatosis simple, la esteatohepa-
titis no alcohdlica (EHNA), la fibrosis y finalmente la cirrosis. Se
estima que alrededor de un 7% de estos pacientes en estadio ci-
rrético desarrollardn un carcinoma hepatocelular (CHC) que puede
llegar a causar una insuficiencia hepdtica cronica y la necesidad de
trasplante de higado en aproximadamente el 50% de los casos.
Mientras que en la esteatosis hepdtica simple no hay signos de
daiio hepatocelular ni de fibrosis, la EHNA se caracteriza por la
presencia de esteatosis e inflamacion lobulillar con degeneracion
balonizante de los hepatocitos, con o sin fibrosis (6, 7).

Los factores desencadenantes, asi como los mecanismos
asociados al desarrollo y la progresion de la EHGNA son complejos
y multifactoriales. Originalmente, la “la teoria del doble impacto”
se formulo para explicar la progresion de la esteatosis simple a la
EHNA. Segun esta vision tradicional, la acumulacion intrahepdtica
de lipidos provocada por el sedentarismo, las dietas hipercaloricas,
la obesidad y la resistencia a la insulina, actda como el "primer
impacto” favoreciendo el aumento de la sensibilidad de los hepa-
tocitos a sucesivos dafios o agresiones. La acumulacion de citoquinas
proinflamatorias, adipoquinas, endotoxinas bacterianas, junto con
la disfuncion mitocondrial y a la aparicion de estrés oxidativo y/o
estrés del reticulo endopldsmico (RE) representan el "segundo im-
pacto” en la progresion hacia estadios mds avanzados. Asi, este se-
gundo impacto provoca un efecto deletéreo en los hepatocitos,
provocando mayor inflamacion y fibrosis. Hoy en dia, la hipotesis
mds aceptada es el "modelo de miltiples impactos” (8), ya que
otros elementos adicionales como las hormonas/adipoquinas se-
cretadas del tejido adiposo, diversos factores nutricionales, la mi-
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crobiota intestinal y numerosos factores genéticos y epigenéticos
también contribuyen en mayor o menor medida a la progresion
de la enfermedad (9-13). A pesar de esta diferencia, la acumulacion
de grasa en el higado, causada por la obesidad y la resistencia a
la insulina, adn representa el primer impacto en ambas hipotesis.
En el tejido adiposo, la resistencia a la insulina conduce a una li-
polisis periférica excesiva, provocando la degradacion de los trigli-
céridos (TG) y una acumulacién masiva de dcidos grasos libres
(AGL) y glicerol. En condiciones normales, los AGL circulantes son
captados por los hepatocitos y de nuevo esterificados en TG. Sin
embargo, una captacion excesiva de AGL puede saturar la capaci-
dad celular para almacenarlos y esterificarlos en TG, lo que con-
llevaria la acumulacion masiva de AGL, provocando el daiio celular
(lipotoxicidad) y la muerte celular apoptética (lipoapoptosis) de
los hepatocitos, procesos fuertemente asociados con la progresion
de la EHGNA a EHNA.

En la mayoria de los casos, la EHNA se desarrolla de

forma asintomatica hasta que la enfermedad progresa a etapas
mds avanzadas en las que el frasplante de higado es la Gnica op-
(ion terapéutica disponible. Por tanto, la defeccion temprana de
esta enfermedad seria Otil para identificar a aquellos individuos
con EHGNA en estadios iniciales, donde la enfermedad es adn si-
lenciosa. Solo en un reducido nimero de pacientes, se sospecha de
enfermedad tras la deteccion de una elevacion, que resulta dificil
de explicar, de los niveles de enzimas hepdticas, tales como la fos-
fatasa alcalina, la alanina aminotransferasa (ALT) o la aspartato
aminotransferasa (AST), o de alguna evidencia de esteatosis por
imagen mediante tomografia computarizada y resonancia mag-
nética (RM). No obstante, estas pruebas no permiten diferenciar la
esteatosis simple de la EHNA con o sin fibrosis.
Por ello, hasta la fecha, la biopsia hepdtica sigue siendo el método
mds fiable para el diagndstico de la EHGNA ya que permite clasi-
ficar el estado de la enfermedad por evaluacion histoldgica. Sin
embargo, este procedimiento altamente invasivo y dafiino para el
paciente no puede predecir la progresion de la enfermedad y
menudo, el diagndstico es tardio.

Hasta ahora, la FDA (U.S. Food and Drug Administration)
no ha aprobado ningiin agente farmacolégico para el tratamiento
de la EHNA. Hoy en dia, cambios en el estilo de vida y dietas para
perder peso son la Gnica estrategia para revertir la EHGNA. Des-
afortunadamente, se ha demostrado que un gran ndmero de pa-
cientes recuperan la mayor parte del peso después de un periodo
de pérdida de peso exitoso, un efecto probablemente debido a la
falta de disponibilidad de un programa multidisciplinar completo
y personalizado centrado en el mantenimiento del peso corporal a
largo plazo para cada paciente (14, 15). Por este motivo, existe
una necesidad urgente de identificar biomarcadores no invasivos
que sean fiables y especificos para el diagndstico de la EHGNA y la
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EHNA en las fases iniciales, donde las intervenciones en el estilo
de vida y los posibles farmacos desarrollados se puedan utilizar
con cierta garantia de éxito a largo plazo.

Hasta la fecha, se considera que la ausencia de un frata-
miento eficaz para la EHGNA podria deberse a la heterogeneidad
en los factores desencadenantes que presentan los pacientes pro-
vocados por la coexistencia de otras patologias asociadas como las
enfermedades cardiovasculares (ECV) o la diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Teniendo esto en consideracion, recientemente ha surgido
el término actualizado “MAFLD" (del inglés, metabolic-dysfunc-
tion-associated fatty liver disease), que significa en espafiol en-
fermedad de higado graso asociada a disfuncion metabdlica, para
describir mejor la patogénesis de la EHGNA, definiéndose asi como
la manifestacion hepdtica de un trastorno multisistémico que es
heterogéneo en su origen, desarrollo y progresion (16, 17). De
acuerdo con esta nueva definicion, la EHGNA asociada a disfuncién
metabdlica englobaria moltiples subtipos y se clasificaria en funcion
del factor dominante. Segin los articulos publicados, los criterios
para el diagndstico se basan en la evidencia de esteatosis hepdtica
ademds de uno de los siguientes tres elementos, sobrepeso/obesi-
dad, presencia de DM2 o evidencia de desregulacion metabdlica,
independientemente de la cantidad de alcohol consumida. Asi, la
identificacion de este factor predominante en cada paciente po-
dria ayudar en su estratificacion y podria permitir laim-
plementacion de un tratamiento personalizado para asegurar la
mejor respuesta ferapéutica con pocos efectos secundarios adversos.

Recientes avances en la investigacion bdsica y traslacional
han proporcionado informacion sobre los mecanismos patogénicos
que impulsan la progresion de la EHGNA, involucrando a las célu-
las hepdticas parenquimales y no parenquimales (18). Los hepa-
tocitos afectados tras un dafio lipotoxico liberan moléculas
intracelulares denominadas patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs, del inglés damage-associated molecular patterns)
que activan varios fipos celulares, como las células de Kupffer (KCs,
del inglés Kupffer cells) -los macréfagos residentes en el higado-,
los neutrdfilos y las células estelares hepdticas, también llamadas
células de Ito (HSC, del inglés hepatic stellate cells), provocando
un aumento de la inflamacion y de la fibrosis. Cabe destacar que
la ubicacion de las HSCs y KCs dentro del espacio de Disse facilita
su contacto directo con otros fipos celulares, incluidos los hepatocitos
y las células endoteliales sinusoidales hepdticas (LSECs, del inglés
liver sinusoidal endothelial cells), promoviendo asi el transporte
intercelular de mediadores solubles y citoquinas. De acuerdo con
esto, la progresion de EHNA a estadios mds avanzados es el resul-
tado de un interactoma intrahepdtico complejo entre los diferentes
tipos celulares a través de diversos mediadores secretados, lo que
ilustra la complejidad de la sefializacion célula-célula en la fisio-
logia normal y patoldgica del higado. Ante este escenario,

considerando a la EHGNA como una enfermedad multifactorial,
no existe una Unica diana terapéutica para su fratamiento, lo que
explica la falta de una terapia eficaz para la enfermedad.

2. PAPEL EMERGENTE DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES
EN LA COMUNICACION INTERCELULAR

Durante aios se ha pensado que la comunicacion infer-
celular estaba mediada Gnicamente por la interaccion directa cé-
lula-célula o la secrecion de factores solubles. Sin embargo,
actualmente estd ampliamente reconocido que las células son ca-
paces también de secretar, de una manera conservada evolutiva-
mente, diversos tipos de vesiculas de membrana que constituyen
una tercera variedad de comunicacion intercelular. A estas ve-
siculas se las conoce generalmente como vesiculas extrace-
lulares o “VEs” (19).

El término genérico "VE" comprende una poblacion he-
terogénea de vesiculas de famafio nanomeétrico conformadas por
una membrana de tipo bicapa lipidica que son liberadas por
las células. Actualmente, las VEs se pueden dlasificar en las siguien-
tes tres categorias segin su tamaiio y biogénesis celular: exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptéticos (19, 20). Brevemente, los exo-
somas son las vesiculas mds pequefias (30-150 nm) y se originan
como vesiculas intraluminales (ILV, del inglés intraluminal vesicles)
dentro de los cuerpos multivesiculares (MVB, del inglés multivesi-
cwlar bodies) de la célula que por fusion con la membrana plas-
madtica se liberan al espacio extracelular. Las microvesiculas
(50-1000 nm) y los cuerpos apoptéticos (100-5000 nm) son mds
grandes y se forman directamente por escision de la membrana
plasmdtica o por fragmentacion de células apoptdticas, respectiva-
mente. La Figura 1 muestra las caracteristicas mds comunes que
se utilizan para diferenciar los diferentes subtipos de VEs.

Por otro lado, aunque la biogénesis de los exosomas y de
las microvesiculas ocurre en distintos sitios dentro de la célula, estas
muestran una morfologia y tamaiio similar, y ademds comparten
la maquinaria intracelular en su formacion lo que hace dificil su
diferenciacion. Este hecho junto con la falta de estandarizacion
tanto de los procedimientos de aislamiento como de los métodos
para su caracterizacion complica en la actualidad el diseo de una
nomenclatura mds precisa (20, 21). En este contexto y dado que el
ndmero de publicaciones cientificas en el campo ha aumentado ex-
ponencialmente en la dltima década (22), la Sociedad Infernacional
de Vesiculas Extracelulares (ISEV: www.isev.org) publico en 2014
una guia con la informacion bdsica para los estudios con vesiculas
extracelulares (MISEV, del inglés Minimal Information for Studies
of Extracellular Vesicles) (23) con el objetivo de unificar la nomen-
clatura y las metodologias utilizadas en todos los laboratorios. La
“MISEV” fue actualizada en 2018 (24).
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Figura 1. Clasificacion y caracteristicas representativas de los subtipos de vesiculas extracelulares (VEs).

A pesar de que las VEs se describieron por primera vez
en los afios 80 (25, 26), es ahora cuando han cobrado inferés en
el campo de la investigacion biomédica a causa del descubri-
miento de su capacidad de transportar entre las células, moléculas
bioactivas especificas como dcidos nucleicos (DNAs, RNAs y miR-
NAs), proteinas, lipidos, azdcares y otros metabolitos en respuesta
a estimulos celulares concretos. Ademds, cabe destacar que, aunque
se conoce que el proceso por el que se selecciona el cargo que for-
mard parte de las EVs estd altamente regulado, los mecanismos
implicados siguen siendo adn en gran parte desconocidos (27). En
consecuencia, cada tipo de célula podrd regular la produccion de
EVs tanto cuantitativa como cualitativamente dependiendo de su
estado fisioldgico o patoldgico, pudiendo secretar una misma célula
poblaciones heterogéneas de VEs en funcion del estimulo (19, 20,
28).

Tras la secrecion de las VEs al espacio extracelular, éstas
pueden interaccionar con células cercanas (comunicacion célula-cé-
lula) o difundir por el forrente sanguineo u otros fluidos biolégicos
para actuar sobre 6rganos distantes (comunicacion entre drganos).
En definitiva, las VEs transmitirdn un paquete Gnico de informacion
desde la célula donadora a la célula receptora, capaz de desenca-
denar en ésta Gltima, respuestas funcionales y promover cambios
fenotipicos que afectardn finalmente a su estado fisioldgico o pa-
toldgico (19, 20). No obstante, las VEs necesitan acoplarse selecti-
vamente a la membrana plasmdtica de sus células diana para
desencadenar los efectos fenotipicos. Para ello, todas las VEs portan
moléculas de superficie que les permiten ser reconocidas por las
células receptoras y, de hecho, son varios los estudios que indican
que los patrones de glicosilacion de su superficie y los receptores y
ligandos expuestos como por ejemplo, las integrinas, pueden ser
relevantes para que las VEs se unan a las células diana y, por lo
tanto, para su biodistribucion (29, 30).
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Finalmente, una vez unidas a su célula diana, las VEs
pueden iniciar diversas vias de sefializacion intracelular mediante
la simple inferaccion con receptores o ligandos de superficie. Por
ejemplo, las VEs que portan ligandos de superficie como FasL, per-
forina o el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor
de necrosis tumoral (TRAIL, del inglés tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand) son completamente funcionales a la
hora de inducir la apoptosis mediada por receptores de muerte
(31-33). No obstante, la transferencia de su cargo mediante
la internalizacion vesicular (endocitosis) o la fusion con la célula
diana es generalmente necesaria para desencadenar respuestas
celulares especificas. Las VEs pueden liberar dentro de la célula re-
ceptora las proteinas, los lipidos bioactivos o incluso las moléculas
de sefalizacion activas que contienen, incluidas enzimas, y activar
maltiples vias de sefializacion. Ademds, las VEs también pueden
transferir a las células huésped mRNA y miRNAs activos que regu-
lan la expresion génica a nivel fraduccional o producen modifica-
ciones postraduccionales de mRNAs diana, respectivamente (20,
34).

La comunicacion intercelular mediada por VEs es nece-
saria para el mantenimiento de la homeostasis celular y las fun-
ciones fisiol6gicas, mientras que las alteraciones en este proceso
pueden indicar estados patoldgicos. El hecho de que el cargo de las
VEs pueda modificarse en condiciones patoldgicas, plantea la pre-
gunta de si las VEs podrian tener un papel bioldgico distinto en la
salud o la enfermedad y, por tanto, ser una posible diana terapéu-
tica en el tratamiento de diversas patologias. Ademds, debido a su
cargo asociado a la enfermedad y a su presencia ubicua y estabili-
dad en los fluidos bioldgicos humanos, las VEs también pueden
tener relevancia clinica como biomarcadores no invasivos para la
deteccion temprana y el prognosis de muchas enfermedades (35).
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Por otro lado, las VEs ya sea sin modificaciones o mani-
puladas, también han generado una atencion considerable en la
comunidad cientifica debido a su uso potencial con fines terapéu-
ticos (36). Las VEs son biodisponibles, biocompatibles y resistentes
a las RNasas y proteasas (37), caracteristicas que las convierten en
vehiculos ideales para la administracion de fdrmacos, proteinas,
miRNA, RNAs silenciadores (siRNAs, del inglés silencing RNAs)
y otras moléculas. Con respecto a las enfermedades hepaticas,
el foco principal de esta revision, los esfuerzos se han centrado en
dos dreas principales, por un lado, el uso de las VEs como vehiculos
de administracion de medicamentos directamente al higado (38)
y, por otro lado, el uso de las mismas VEs como agentes terapéuticos
para estimular la regeneracion hepdtica, modular la inflama-
cion, reducir la fibrosis hepdtica o bloguear la hepatocarcinogé-
nesis (39, 40). No obstante, ain deben resolverse multiples desafios
antes de que se pueda llevar a cabo estudios clinicos contro-
lados, sobre la estandarizacion de la metodologia y la seleccion
del tipo de VEs para la administracion de farmacos (41, 42).

La identificacion y el andlisis de patrones moleculares
especificos de células/tejidos son prometedores para fines diag-
nosticos, prondsticos y terapéuticos. La composicion de proteinas
tejido- especificas de las VEs brinda la oportunidad de identificar
patrones celulares especificos para utilizarlos como marcadores de
diagnastico. Sin embargo, los métodos de cribado de proteinas co-
munes actualmente, como la electroforesis en geles bidimensiona-
les y la espectrometria de masas, son técnicas que requieren mucho
tiempo por lo que no son adecuados para un cribado de alto ren-
dimiento cuando se manejan muchas muestras. Ademds, su sensi-
bilidad y reproducibilidad pueden ser en algunos casos limitadas.
En esta lineq, Larsen y colaboradores demostraron que los ensayos
de extension de proximidad multiplex (PEA, del inglés proximity
extension asays) son una herramienta poderosa de deteccion de
profeinas en la investigacion de las VEs (43). Esta tecnologia per-
mite la identificacion, andlisis y validacion de posibles marcadores
asociados a las VEs para identificar con alta especificidad y sen-
sibilidad los perfiles de proteinas de las VEs de diferente ori-
gen. Esimportante destacar que la capacidad de esta tecnologia
para rastrear el origen celular de las VEs podria extenderse a las
VEs circulantes en plasma, facilitando estrategias de diagndstico
eficientes y no invasivas en etapas tempranas de enfermedad. Sin
embargo, este estudio presenta una limitacion y es el hecho de que
los paneles PEA todavia no estdn disponibles para todas las células
secretoras de VEs. Por tanto, se necesita mds investigacion y opti-
mizacion de los PEA para su futuro uso en la deteccion en cohortes
de pacientes mayores y en otros fluidos corporales.

Muchas evidencias respaldan el papel de las VEs en una
amplia gama de enfermedades humanas, incluido el espectro de

54

enfermedades asociadas con la obesidad y el SM (44). Ademds,
se ha reportado que el nimero y el fenotipo de las VEs circulantes
en la sangre cambian en la obesidad y en los estados patoldgicos
asociados, incluida la resistencia a la insuling, la DM2 y la EHGNA
(45). Varios mecanismos implicados en la progresion de la EHGNA,
como la inflamacidn, la fibrosis y la angiogénesis, todos ellos re-
lacionados con la lipotoxicidad asociada al SM, desencadenan la
produccion y liberacion de VEs en el higado (45). Por un lado, las
VEs median la comunicacion intercelular local entre las células he-
pdticas, lo que impulsa la patogénesis de la enfermedad y, por otro
lado, las VEs derivadas del higado podrian afectar tejidos y organos
distantes tras su liberacion al torrente sanguineo. Por tanto, las
VEs derivadas del higado tienen alto potencial como biomarcadores
para fines de diagndstico y prondstico en pacientes (46). Sin
embargo, la identificacion de VEs de origen hepdtico en la circu-
lacion como indicadoras de alteraciones metabadlicas en este organo
sigue siendo un desatio para los investigadores bdsicos y clinicos.

Como se ha mencionado previamente, la EHGNA no es
una condicion aislada y, en términos generales, esta enfermedad
se presenta como una complicacion de otros trastornos metabdlicos.
Por esta razon, pueden verse afectados miltiples tejidos y, en con-
secuencia, no se puede excluir la contribucion de las VEs extrahe-
pdticas durante la EHGNA, como por ejemplo las VEs derivadas de
adipocitos o células inmunes. Ademds, la mayoria de las células
hepdticas producen VEs, incluidos los hepatocitos, colangiocitos,
HSC y LSEC (35). No obstante, como el 80% del volumen del hi-
gado estd compuesto por hepatocitos, su participacion en el con-
junto total de VEs hepdticas es probablemente la mds relevante.
Por ello, en esta revision nos centraremos en las VEs derivadas de
hepatocitos (Hep-VEs) como impulsores de la patogénesis de la
EHGNA o biomarcadores no invasivos para su diagnéstico y pro-
nostico.

3. PAPEL DE LAS VES HEPATICAS EN LA EHGNA

La lipotoxicidad es uno de los desencadenantes de la pro-
gresion de la EHGNA, ya que es un proceso mediante el cual se
acumulan lipidos toxicos en los hepatocitos, como los AGL satura-
dos, que activan las vias moleculares relacionadas con el estrés ce-
lular que pueden provocar la muerte celular (47, 48). En esta
seccion analizaremos diferentes estudios con evidencias sobre como
|a lipotoxicidad en los hepatocitos afecta, o incluso desencadena
diversas respuestas de las células hepdticas circundantes a través
de la liberacion de Hep-VEs. Por otro lado, destacaremos los estu-
dios actualmente disponibles sobre la participacion de las Hep-VEs
en las complicaciones asociadas a la EHGNA.
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Figure 2. Eventos de sefializacion mediados por las vesiculas extracelulares durante la lipotoxicidad de los hepatocitos.

3.1 Papel clave de las Hep-VEs en la progresion de
EHGNA a EHNA
Como hemos mencionado anteriormente, hay varios
eventos clave estrechamente interconectados que estdn involucrados
en la progresion de EHGNA a EHNA tales como la inflamacion, la
fibrosis, la apoptosis de hepatocitos y la angiogénesis alterada.
Todos estos signos estdn relacionados con la lipotoxicidad asociada
al SM que desencadena la produccion y liberacion de VEs por el hi-
gado (45). A continuacidn, revisaremos en detalle varios estudios
que recopilan el papel de los Hep-VEs proinflamatorios, proangio-
génicos y profibroticos como mediadores patogénicos durante la li-
potoxicidad en la EHGNA (Figura 2).

3.1.1 Hep-VEs implicadas en la inflamacion del higado

El reclutamiento de macréfagos en el higado contribuye
a la respuesta inflamatoria durante la EHNA (49). Sin embargo,
no estd claro cdmo la lipotoxicidad de los hepatocitos promueve la
quimiotaxis, la activacion y la inflamacion hepdtica de los macro-
fagos, siendo todos estos procesos patogénicos esenciales en la pro-
gresion de la EHGNA.

Ibrahim y colaboradores demostraron que la seializacion
lipotdxica proapoptdtica desencadenada por la “MLK3" (del inglés
mixed lineage kinase 3) induce la liberacion de Hep-VEs proinfla-
matorias enriquecidas en un potente ligando, el “CXCL10" (del in-
glés C-X-C motif chemokine ligand 10) que, a su vez, conduce a la
quimiotaxis de los macréfagos al higado pudiendo activar a las KCs
durante la progresién de la EHNA (50). Ademds, los ratones defi-
cientes en MLK3 alimentados con una dieta rica en grasas, fructosa
y colesterol (dieta FFC, del inglés fat-, fructose- and cholesterol-
enriched diet) estaban protegidos contra el desarrollo de esteato-
hepatitis. Este efecto beneficioso se asocid con una reduccion en el
nomero de VEs totales en plasma y VEs que contenian CXCL10 en
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comparacion con los ratones de tipo salvaje. En otro estudio, Ka-
kazu y colaboradores demostraron que las Hep- VEs liberadas tras
la estimulacion con palmitato estaban enriquecidas en ceramida
(16:0, una especie lipidica bioactiva generada a partir del palmi-
tato (51). Los Hep-VEs enriquecidos con ceramida C16:0 se libera-
ban desde los hepatocitos daiiados en respuesta a la lipotoxicidad,
un efecto mediado por una proteina sensora de estrés en el RE, la
“IRE1Q” (del inglés, inositol requiring enzyme 1a). Las VEs indu-
cidas por el tratamiento con palmitato ademds contenian esfingo-
sina 1- fosfato (S1P, del inglés sphingosine 1-phosphate), un
metabolito de la ceramida que activa su receptor en los macro-
fagos, por lo que también actuaban como quimioatrayantes
de estos. Igualmente, estos autores evidenciaron un aumento de
ceramida C16: 0 en la sangre de ratones y humanos con EHNA. En
resumen, estos datos proporcionan una asociacion mecanistica entre
el estrés lipotoxico del RE y la patogénesis de la enfermedad a tra-
vés de las VEs y sugieren que el contenido de ceramida C16:0y STP
en las VEs podria usarse como biomarcador en pacientes con EHNA.
En la misma linea, Hirsova y colaboradores publicaron que ante la
sobrecarga de lipidos toxicos, los hepatocitos pueden iniciar la cas-
cada de sefializacion de la proteina homdloga C/EBP (CHOP, del
inglés C/EBP homologous protein) /receptor de muerte 5 (DR5, del
inglés death receptor 5)/caspasa-8/caspasa-3 que resulta en la ac-
tivacion de la proteina quinasa asociada a Rho 1 (ROCKT, del inglés
Rho-associated protein kinase 1) y la liberacion de VEs que expre-
san TRAIL en su superficie (31). Estas VEs al llevar TRAIL en su su-
perficie eran capaces de activar macréfagos derivados de la médula
6sea de raton hacia un fenotipo inflamatorio (M1) a través de la
sefializacion mediada por el factor nudear « B (NFi3, del inglés
nuclear factor-«3 ). Los autores también demostraron que la libe-
racion de Hep-VEs y, por lo tanto, la activacion de los macréfagos
disminuvia al inactivar la via de sefializacion de DR5 o al usar in-
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hibidores de ROCK1. Asimismo, encontraron que la inhibicion de
ROCK1 en ratones con EHNA conducia a una reduccion de los niveles
de VEs circulantes lo que iba asociado a menor dafio hepdtico, in-
flamacion y fibrosis.

Por otro lado, Guo y colaboradores realizaron un estudio
que proporciona datos sobre el mecanismo por el cual las Hep-VEs
lipotdxicas pueden regular la adhesion de los monocitos de sangre
periférica a las LSECs y su redutamiento y retencion en el higado
durante la EHNA (52). Estos autores descubrieron que la integrina
b1 (ITGb1), una molécula de adhesién celular altamente expresada
en los hepatocitos, juega un papel importante en la progresion de
la EHNA. El daiio lipotdxico en los hepatocitos activa la ITGb1 y fo-
cilita su trdfico endocitico y su liberacion en VEs promoviendo asi la
adhesion de los monocitos a las LSEC, evento esencial en la infla-
macion hepdtica. También demostraron que el bloqueo de ITGb1
en ratones alimentados con una dieta FFC mejora la inflamacion,
las lesiones y la fibrosis del higado. Por tanto, estos autores propo-
nen que reducir la capacidad de las LSEC para reclutar monocitos
proinflamatorios dafiinos mediante la inhibicion de ITGb1 puede
servir como una estrategia ferapéutica antiinflamatoria para com-
batir la EHNA. Por otro lado, Cannito y colaboradores probaron que
las VEs secretadas por los hepatocitos cargados de grasa que expe-
rimentan lipotoxicidad pueden activar directamente el sistema in-
flamasoma  “NLRP3"  (del inglés, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor protein 3) tanto en hepato-
citos como en macréfagos, lo que resulta en la activacion de la cas-
pasa 1 y produccion de pro- interleuquina-1B (IL-1B) y
pro-interleuquina-18, lo que finalmente conduce a una liberacion
significativa de IL-1(3 (53). Dado que se ha sugerido que la libera-
cion de VEs por las células lipotoxicas y la posterior activacion del
inflamasoma NLRP3 contribuyen a la progresion de la EHGNA, estos
datos destacan la existencia de un novedoso vinculo entre la lipo-
toxicidad y las respuestas inflamatorias.

Cabe mencionar también el estudio reciente realizado por
Liu y colaboradores que muestra que los hepatocitos lipotdxicos li-
beran exosomas enriquecidos en el miR-192-5p que activan a
los macrofagos proinflamatorios y producen una inflamacion he-
pdtica a través de la regulacion negativa de la via de sefializacion
Rictor/Akt/FoxO1 (54). Ademds, en pacientes con EHGNA, los niveles
séricos de miR-192-5p se correlacionaron positivamente con la in-
flamacion hepdtica y la progresion de la enfermedad. Igualmente,
los niveles séricos de miR-192-5p y el nimero de macréfagos M1,
asi como los niveles de expresion de mediadores proinflamatorios
hepdticos, se correlacionaron con la progresion de la enfermedad
en la EHGNA inducida por una dieta alta en grasas y colesterol
(HFHCD, del inglés high-fat, high-cholesterol dief) en ratas. Por
tanto, este estudio propone el miR-192-5p exosomico sérico como
potencial biomarcador no invasivo y diana terapéutica para la
EHNA.

f;

3.1.2 Hep-VEs implicadas en la angiogénesis

La angiogénesis es una caracteristica patoldgica de la
EHNA y juega un papel central en la progresion de la enfer-
medad hacia estadios mds avanzados. Sin embargo, los me-
canismos moleculares y de sedalizacion que inducen la
angiogénesis, asi como el vinculo potencial entre la lipotoxicidad y
la angiogénesis, siguen sin entenderse completamente.

El estudio publicado por Povero y colaboradores nos pro-
porciona evidencias de que los hepatocitos lipotdxicos sobrecarga-
dos de AGL saturados secretan sefiales proangiogénicas (55). Estos
autores identificaron Hep-VEs cargadas con Vanin-1 (VNNT), una
ectoenzima epitelial con propiedades reconocidas en la migracion
y adherencia celular, que inducian la migracion de células endote-
liales y la formacion de tubos vasculares, dos procesos necesarios
para la angiogénesis. Cabe destacar que las VEs secretadas por cé-
lulas HepG2 deficientes en VNN1 fracasaron en inducir la migracion
de células endoteliales y la formacion de tubos endoteliales. Asi-
mismo, la administracion de siRNA dirigidos a VNN1 a ratones ali-
mentados con una dieta deficiente en metionina y colina protegio
contra la angiogénesis patologica inducida por la EHNA en el hi-
gado. En conjunto, estos hallazgos describen un mecanismo que
vincula la lipotoxicidad de los hepatocitos con la angiogénesis e
identifica una potencial diana terapéutica para desarrollar nuevas
estrategias antiangiogénicas para el tratamiento de la EHNA, asi
como un biomarcador circulante de daio hepdtico.

3.1.3 Hep-VEs implicadas en la fibrosis

Las HSCs desempeiian un papel crucial durante la fibrosis
hepdtica en la EHGNA avanzada (56). En el desarrollo de la este-
atosis hepdtica, las HSCs se activan y expresan varios marcadores
de fibrosis como el fator “TGF-B" (del inglés, transforming growth
factor B), “TIMP-1"y “TIMP-2" (del inglés, fissue inhibitor of me-
talloproteinases 1 and 2) y “MMP2" (del inglés, matrix-metallo-
proteinase-2) (57). Sin embargo, el desencadenante de la
activacion de las HSCs en la EHGNA ain estd siendo investigado.
Los estudios que se mencionan a continuacion sugieren que las VEs
pueden desempefiar funciones importantes en la comunicacion
entre los hepatocitos y las HSCs durante la progresion de simple
esteatosis a EHNA, y las identifican como posibles dianas molecu-
lares para terapias antifibroticas.

En otro estudio Povero y colaboradores demuestran me-
diante la induccion genes profibrogénicos, como el coldgeno-I, la
a-actina del misculo liso y TIMP2, conjuntamente con respuestas
de proliferacion, quimiotaxis y cicatrizacion de heridas, que las VEs
derivadas de hepatocitos cargados de lipidos se internalizan en las
HSCs induciendo el cambio fenotipico de células quiescentes a ac-
tivadas, paso necesario para el desarrollo de la fibrosis hepdtica
(55). Estos autores ademds determinaron que estos cambios iban
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asociados con la presencia del miR-128-3p como cargo de las VEs,
el cual estd descrito que regula la expresion de varias proteinas in-
volucradas en la fibrosis hepdtica y la activacion de las HSCs, asi
como la de “PPAR-y" (del inglés, peroxisome proliferator- activated
receptor gamma) el cual se ha propuesto con anterioridad como
mediador en el mantenimiento de una fenotipo inactivo de las HSCs
en el higado normal (58). Es interesante sefialar que la exposicion
de las HSCs a VEs carentes de miR-128-3p resulto en la regulacion
negativa de los marcadores profibrogénicos y en la regulacion po-
sitiva de PPAR-Y. Igualmente, las VEs carentes de miR-128-3p ate-
nuaron la proliferacion y migracion de las HSC. En esta misma
linea, Lee y colaboradores demostraron que los hepatocitos trata-
dos con dcido palmitico (PA, del inglés palmitic acid) liberaban mds
exosomas con un perfil de miRNAs alterado capaces de aumentar
los niveles de expresion de genes profibréticos en las HSCs. Ademas,
se confirmo que en los exosomas de células tratadas con PA, la ex-
presion del miRNA-122, uno de los miRNAs mds abundantes en el
higado (59, 60), aumentaba conjuntamente con la expresion del
miRNA-192 también asociado con la progresion de la EHNA y la
fibrosis (61, 62). Ademds, en el trabajo también se demuestra que
la transfeccion directa del miRNA-192 en las HSCs aumentaba la
expresion de marcadores de fibrosis. Por otro lado, los autores en-
contraron que la expresion de los miRNA-122 y miRNA-192 se veia
incrementada en los exosomas circulantes de pacientes con EHGNA
avanzada en comparacion con aquellos pacientes en etapas tem-
pranas de la enfermedad (63). Por tanto, en este articulo final-
mente se sugiere que el perfil de miRNAs de los exosomas
circulantes podria ser utilizado como biomarcador para el diag-
nostico de EHGNA o EHNA avanzada.

En conclusion, estos estudios sefialan la relevancia de
las Hep-VEs en la modulacion de las respuestas de las células
no parenquimales del higado, incluidas las LSECs, las HSCs y las
KCs, en un modelo de maltiples impactos que finalmente resulta
en la progresion acelerada de la EHGNA.

3.2 Hep-VEs y complicaciones asociadas a la EHGNA

El efecto nocivo de la EHGNA no solo estd limitado al
dafio de la funcién hepdtica en los procesos metabdlicos y de deto-
xificacion entre ofros, sino que también proporciona un riesgo in-
dependiente para el desarrollo de aterosclerosis y otras ECV
relacionadas, que suponen la principal causa de muerte de estos
pacientes (64). Aunque las evidencias clinicas relacionan la EHGNA
y la ECV, adn es necesario describir los mecanismos moleculares
subyacentes. Jiang y colaboradores (65) han sido pioneros en abor-
dar el papel potencial que desempeiian las Hep-VEs en la infla-
macion endotelial y la aterogénesis en el contexto de la EHGNA.
Estos autores proponen el miR-1 como mediador del efecto proin-
flamatorio de las VEs ya que induce la regulacion negativa del fac-
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tor “KLF4" (del inglés, Kruppel-like factor 4), un regulador trans-
cripcional de la homeostasis vascular, y la activacion de la via me-
diada por el factor de transcripcion NF-iB en las células
endoteliales. Ademds, la inhibicion del miR-1 con un antagonista
especifico en un modelo animal de aterosclerosis con higado graso,
(ratones deficientes en ApoE alimentados con una dieta alta en
grasa (HFD, del inglés high fat dief)), conseguia suprimir el creci-
miento de las células del musculo liso vascular, estabilizo las placas
aterogénicas y redujo la inflamacion endotelial, lo que en conjunto
conducia a una notable mitigacion en la formacion de la placa afe-
rogénica. Este estudio proporciona una evidencia convincente que
implica a las Hep-VEs en la comunicacion entre el higado y la vas-
clatura en la EHGNA, y también describe un mecanismo molecular
subyacente en el desarrollo de la enfermedad cardiometaboélica.

Tal como se ha mencionado previamente, la esteatosis
hepdtica a través de la acumulacion aberrante de TG en los hepa-
tocitos, constituye el primer impacto en el desarrollo de la EHGNA.
La comunicacion entre fejidos con importante funcion metabolica
como el higado y el tejido adiposo regula la distribucion de TGs en
el organismo, lo cual es fundamental para mantener la homeos-
tasis metabélica (66). Un estudio reciente sugiere que, en el con-
texto de la sobrecarga de lipidos, el higado se comunica con el
tejido adiposo a través de VEs que contienen miRNAs especificos
(67). Los autores proponen un mecanismo de comunicacion entre
organos donde el higado en respuesta a la sobrecarga de lipidos
envia la senal al tejido adiposo de modular adaptaciones metabo-
licas con el objetivo de contrarrestar el excesivo depdsito de lipidos
e impulsar la redistribucion de TGs para mantener la homeostasis
sistémica. A nivel molecular, el trabajo responsabiliza a una enzima
de la via del mevalonato, la “GGPPS” (del inglés, geranylgeranyl
diphosphate synthase) importante en la regulacion de la homeos-
tasis de la glucosa y la sensibilidad a la insuling, en la secrecion
de Hep-VEs que contienen los miRNAs especificos. Ademds, en este
estudio se demuestra que la expresion de Ggpps inducida por el
consumo agudo y cronico de una dieta HFD permite la geranilge-
ranilacion de la Rab-GTPAsa Rab27A que, a su vez, aumenta la
secrecion de VEs. Entre los miRNAs de estas VEs se encuentra let-
7e-5p que aumenta el almacenamiento de lipidos en los adipocitos
mediante el incremento de la lipogénesis y la inhibicion de la oxi-
dacion de lipidos a través del eje alet-7e-5p-Pgcla. Ademds, este
fendmeno se inhibe en ratones deficientes para Ggpps en el higado
como consecuencia de una secrecion disminvida de Hep-VEs. Por
tanto, este estudio sugiere la existencia de un eje de sefializacion
tejido adiposo-higado mediado por Hep-VEs que podria ser nece-
sario en las adaptaciones metabdlicas de los adipocitos en respuesta
a la sobrecarga de lipidos con el fin de mantener la homeostasis
sistémica durante la EHGNA.
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4. VES CIRCULANTES COMO BIOMARCADORES EN EL DIAG-
NOSTICO DE LA EHGNA

Como se ha indicado con anterioridad, la biopsia hepdtica
sigue siendo el procedimiento empleado en el diagnastico, la es-
tratificacion y el sequimiento de los pacientes con EHGNA. Sin em-
bargo, esta es cara, altamente invasiva e inexacta debido a errores
en la toma de la muestra y, ademds, conlleva cierta morbilidad y
un, aunque poco coman, riesgo de mortalidad. En conjunto, todas
estas caracteristicas convierten a la biopsia hepdtica en inadecuada
para su uso rutinario en personas con riesgo de EHGNA (68, 69).
Es importante sefialar que la falta de rastreo sistemdtico de la
EHGNA ha conducido a un infradiagnéstico masivo de pacientes
que progresan hacia una EHNA avanzada o cirrosis, etapas mds
graves e irreversibles de la enfermedad.

Actualmente, se estdn utilizando varios métodos no in-
vasivos en la prdctica clinica para evaluar la EHGNA con el fin de
mitigar la necesidad de la biopsia hepdtica. Estos incluyen técnicas
de imagen como la RM y la elastografia basada en ultrasonido, y
el andlisis de las enzimas hepaticas séricas como marcadores sub-
yacentes a la inflamacion y funcion hepdtica. No obstante, estas
técnicas carecen de sensibilidad y especificidad suficiente para la
deteccion de las primeras etapas de la EHGNA y no siempre se co-
rrelacionan con la gravedad o extension de la lesion y/o inflama-
cion hepatocelular (70, 71). Los marcadores ideales de la
enfermedad deberian reflejar no solo la presencia de EHGNA,
sino también su gravedad, lo que es vital para el diagndstico tem-
prano y la adecvada estatificacion de la enfermedad (45). Esta uti-
lidad diagndstica podria proyectarse ademds en un tratamiento
temprano de la EHGNA dirigido a disminuir la incidencia de EHNA
y cirrosis.

En este contexto, las VEs circulantes pueden representar
un biomarcador sanguineo no invasivo optimo proporcionando una
biopsia liquida para el diagnéstico de la EHGNA (35). La Tabla 1
recoge los posibles biomarcadores propuestos basados en las VEs
para el diagnastico de la EHGNA.

Hoy dia se han descrito varios biomarcadores basados en
proteinas de las VEs para el dafio hepdtico de la EHGNA (72), EHNA
(31, 50) o CHC (73-76), aunque hasta la fecha la mayoria de los
estudios se han centrado en caracterizar los dcidos nudleicos aso-
ciados a las VEs, especialmente los miRNAs y particularmente en
el CHC (77-80). Ademds de su utilidad en el reconocimiento de ne-
oplasias malignas del higado, los miRNAs asociados a las VEs tam-
bién pueden servir como biomarcadores en enfermedades hepdticas
no malignas como la fibrosis inducida por la EHNA (81). Ademds,
debido a las interacciones especificas entre las VEs y las células/te-
jido diana, los biomarcadores de las VEs basados en lipidos también
podrian ser importantes en el diagndstico de la EHGNA, aunque
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menos del 3% de los lipidos circulantes se transportan en las VEs
(82). Los dnicos datos disponibles en este drea se muestran en el
estudio antes mencionado realizado por Kakazu y colaboradores
que muestra un aumento de las VEs enriquecidos en ceramida
(16:0 en ratones y humanos con EHNA (51). No obstante, las VEs
circulantes son heterogéneas y no reflejan exclusivamente la
contribucion especifica del higado. Las VEs extrahepdticas pueden,
de hecho, enmascarar las VEs derivadas del higado que, en dltima
instancia, como hemos revisado, tienen un papel relevante en la
patogénesis de la EHGNA. Por tanto, la identificacion de marcado-
res especificos del higado en las VEs podria facilitar la deteccion de
cargos poco abundantes que generalmente no se detectan, propor-
cionando asi informacion directa sobre la progresion de la enfer-
medad, la recuperacion y la respuesta al tratamiento. En este
contexto, el enriquecimiento de las VEs basado en marcadores es-
pecificos del higado, seguido del andlisis del cargo podria repre-
sentar una buena estrategia para el descubrimiento de
biomarcadores en la EHGNA.

4.1 VEs circulantes de origen hepdtico

Uno de los primeros estudios en abordar este desatio fue
realizado por Povero y colaboradores en modelos murinos experi-
mentales de EHGNA inducida por dieta. Los autores observaron
que los niveles de VEs circulantes incrementaban con el tiempo du-
rante la progresion de la EHNA y se correlacionaban con varias ca-
racteristicas histologicas como muerte celular, angiogénesis y
fibrosis (83). De acuerdo con hallazgos previos de otros grupos (84,
85), en un andlisis posterior, Povero y colaboradores revelaron
que las VEs crculantes aisladas de ratones con EHGNA estaban
enriquecidas en miR-122 y miR-192, dos miRNAs expresados abun-
dantemente en los hepatocitos. De acuerdo con estos resultados,
propusieron que los hepatocitos eran probablemente la principal
fuente de VEs circulantes, concluyendo que los Hep-VEs circulantes
aumentaban en ratones con EHGNA (83). Lee y colaboradores va-
lidaron posteriormente los miR-122 y miR-192 asociados a VEs
como biomarcadores de la progresion de la EHNA en sueros de pa-
cientes con EHGNA (63). No obstante, las Hep-VEs, como se sefial6
anteriormente, también estaban enriquecidas en la enzima VNN-
1, que promovio la angiogénesis e indujo daiio hepdtico du-
rante la EHNA, por lo que representa otro biomarcador potencial
(55). Ademds, en el estudio de Liu y colaboradores que se ha men-
cionado fambién se observd un incremento de Hep-VEs y de miR-
192-5p asociado a las VEs en el suero en otro modelo de EHGNA
basado en ratas alimentadas con dieta HFHCD y en pacientes con
EHNA, proponiendo por tanto el miR-192-5p como ofro biomar-
cador (54). En un estudio anterior, encontramos que las VEs cir-
culantes derivadas de hepatocitos que contienen DNA mitocondrial
(mitoDNA) también aumentaron en el plasma tanto de rafones
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como de pacientes con EHNA y, lo que es mds importante, este tra- Brodsky y colaboradores abordaron un enfoque distinto
bajo implico a las VEs en la activacion de los macréfagos que estaba a la hora de identificar las VEs de origen hepatico en la circulacion
mediada por el receptor tipo toll 9 (TLR9, del inglés toll-like re- (87). Los autores aislaron las VEs circulantes enriquecidas en pro-
ceptor 9) (86). teinas de origen hepdtico en pacientes con CHC mediante citometria

Tabla 1. Vesiculas extracelulares como biomarcadores de la enfermedad de higado graso no alcohélica (EHGNA).

Tipo Origen EHNA Cirrosis Fibrosis CHC
ASGPRI, K18
Hepatocitos CXCL10 (P Mm) (P H) Hep Parl (P Hs)
CYP2E1 (S, Mm) '
Macrofagos Gal3 (P Mm)
Basados en
profeinas Neutrofilos Ly6G (P Mm)
Leucocitos (d1 4'45” (P
VNN-1 ASGRI1 Epcum, Cd]33, ASGR],
Desconocido éP Mm) PIGR, LG3BP (S, Hs)
miR-192-5p (S,
Rn y Hs) iR-122, miR-
Hepatocitos 192 (Sy P Mm)
MitoDNA (P, Hs
M
Basados y i)
en dcidos + miR-2]
nucleicos | miR-718
1 miR-18a, miR-221,
Desconocid miR-214 miR-222, miR-224
esconotdo (S, Mm) | miR-101, miR-106b,
miR-122, miR-195
1 miR-939, miR-595, y
miR-519d (S, Hs)
Basados Ceramida (P Mm
en Desconocido y Hs)
lipidos S1P (P Mm)

ANXA2, Annexin A2; ASGR1, asialoglycoprotein receptor 1; CCN2, connective tissue growth factor; (D133, cluster of differentiation 133; (D14, dluster of differentiation
14; CHC, carcinoma hepatocellular; CK18, cytokeratin 18; CXCL10, C-X-C motif chemokine ligand 10; CYP2E1, cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; EHNA,
esteatohepatitis no alcohélica; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; Gal3, galectin 3; H, humanos; Hep Par 1, hepatocyte paraffin 1; iNKT, invariant natural killer
T; LG3BP, galectin-3-binding protein; Ly6G, lymphocyte antigen complex locus G; miR, mature form of the miRNA; Mm, mus musculus P, plasma PIGR, polymeric im-
munoglobulin receptor; S, suero STP, sphingosine 1 phosphate; sPTPRG, soluble protein tyrosine phosphatase receptor gamma; Rn, Rattus norvegicus; VNNT1, vanin-1.
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de flujo e inmunomarcaje contra la carbamoil fosfato sintetasa 1
con el anticuerpo monoclonal “Hep Par 1” (del inglés, hepatocyte
paraffin 1), utilizado rutinariamente como marcador fisular del CHC.
En este estudio encontraron que los niveles aumentados de las VEs
circulantes derivadas de higado en pacientes con CHC se correlacio-
naban positivamente con el tamaiio de los tumores hepdticos. Tam-
bién se estudiaron las VEs de origen endotelial y se encontré la
misma correlacion (87). En esta linea, mds recientemente Liy cola-
boradores identificaron las VEs derivadas de los hepatocitos utili-
zando citometria de flujo a nanoescala, técnica que detecta
marcadores de superficie selectivos de los hepatocitos en las VEs
como el receptor de asialoglicoproteina 1 (ASGR1, del inglés asia-
loglycoprotein receptor 1) y el citocromo “CYPE2E1” (del inglés,
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1) (88). Al emplear
esta tecnologia, se encontro un incremento en las Hep-VEs en rato-
nes macho y hembra en una etapa temprana de la EHGNA (12 y
10 semanas de alimentacion con dieta FFC) antes de la apreciacion
histologica de la inflamacion, y permanecieron elevadas con el
tiempo (24, 36 y 48 semanas). También se analizaron las VEs deri-
vadas de macrofagos y neutrdfilos debido al importante papel del
sistema inmune en la EHNA. Las VEs derivadas de macrofagos y
neutrofilos se elevaron significativamente a las 24 semanas de ali-
mentacion con dieta FFC concomitante con la inflamacion histoldgica
en el higado. Ademds, las VEs derivadas de hepatocitos, macréfagos
y neutrofilos se correlacionaron fuertemente con la evaluacion his-
tologica de la EHNA y los biomarcadores de EHNA no invasivos ba-
sados en RM. También se cuantificaron las VEs derivadas de
plaquetas que mostraron un dimorfismo sexual, ya que estaban ele-
vadas en ratones macho a las 12, 24 y 48 semanas de dieta FFC,
mientras que en ratones hembra solo se encontraron elevaciones a
las 24 semanas (88). Este trabajo constituye el primer informe des-
criptivo de los cambios cinéticos en las VEs derivadas de hepatocitos,
macréfagos, neutréfilos y plaquetas en un modelo de raton con
EHNA.

4.2 VEs circulantes derivadas de células inmunes

Con respecto al papel del sistema inmunoldgico en la pro-
gresion de la EHGNA, es importante destacar el estudio pionero de
diagnastico de la EHGNA en pacientes basado en las VEs publicado
por Kornek y colaboradores (89). Estos autores propusieron por pri-
mera vez la existencia de una correlacion entre la abundancia en
circulacion de las VEs especificas derivadas de leucocitos y la grave-
dad de la enfermedad, determinada por los niveles de transami-
nasas hepdticas y el grado de biopsia (en inglés NAFLD activity
score). Hasta la fecha, estos hallazgos adn representan el estudio
mds convincente con muestras clinicas para el diagnastico y la es-
tratificacion de la EHGNA basada en las VEs. De manera consistente,
este estudio ha sido confirmado recientemente por Welsh y colabo-
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radores quienes también reportaron las VEs derivadas de leucocitos
como un marcador de la gravedad de la fibrosis hepatica en la
EHGNA (90). Cabe mencionar que Kornek y colaboradores también
observaron que los pacientes con hepatitis C cronica podrian dife-
renciarse de los pacientes con EHNA utilizando las VEs derivadas de
las células inmunes (89). Esta evidencia ha sido respaldada por otro
estudio en el que el andlisis transcriptomico reveld que los miRNAs
derivados de las VEs en el suero estaban regulados positiva o ne-
gativamente de acuerdo a las caracteristicas histologicas de la en-
fermedad, como la inflamacion y fibrosis, diferenciando asi multiples
etiologias de enfermedad hepdtica (91). En otro estudio, se anali-
zaron tanto las Hep-VEs circulantes como las VEs derivadas de cé-
ulas inmunes (92). Se encontré que las VEs derivadas de hepatocitos
o de origen mieloide aumentaban en los pacientes con cirrosis en
comparacion con los individuos sanos. En pacientes con cirrosis, las
Hep-VEs plasmdticas contenian niveles elevados de citoqueratina
18 (CK18) en comparacion con las de individuos sanos. Ademds, la
gravedad de la cirrosis se correlaciond con los niveles de VEs leuco-
endoteliales y Hep-VEs (92).

En conjunto, todos estos estudios han establecido una base
solida para el descubrimiento de biomarcadores basados en las VEs
para el diagndstico de la EHGNA. Sin embargo, debido a las nota-
bles limitaciones actuales, todavia queda un largo camino por re-
correr antes de que las investigaciones con las VEs tengan utilidad
traslacional. Ademds de la especificidad de la enfermedad y el
tejido, la falta de una estandarizacion de los métodos para el ais-
lamiento de las VEs y las directrices relacionadas con la recoleccion
y el manejo de muestras, pueden interferir con el andlisis posterior,
lo que genera una alta variabilidad que complica la reproducibili-
dad y validacién de las VEs como biomarcadores (35, 45).

5. CONCLUSIONES

En esta revision, hemos resumido algunos de los estudios
mds recientes y originales que investigan el papel clave de las VEs
liberadas por hepatocitos dafiados (Hep-VEs) al dirigirse a células
no parenquimales como las HSCs, LSECs y macréfagos. Este inter-
actoma vincula la lipotoxicidad con la inflamacion y la angiogénesis,
eventos relevantes en la progresion de la EHGNA a EHNA. Ademds,
compilamos varios estudios sobre el interés creciente de las Hep-
VEs liberadas a la circulacion sistémica como posibles biomarcadores
para el diagnastico y la estatificacion de la EHGNA. Sin embargo,
aln se necesitan mds estudios que examinen los mecanismos mo-
leculares adicionales involucrados en la biogénesis y liberacion de
las VEs y las alteraciones que causan en las células diana, asi como
|a identificacion de cargos con valor potencial como biomarcadores
para el diagndstico no invasivo y el seguimiento de la progresion
de la enfermedad.
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6. ABREVIATURAS

AGLs, dcidos grasos libres; ASGR1, del inglés asialogly-
coprotein receptor 1; CHC, carcinoma hepatocelular; CHOP, del in-
glés C/EBP homologous protein; CK18, citoqueratina 18; CXCL10,
del inglés C-X-C motif chemokine ligand 10; CYP2ET, del inglés
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; DAMPs, del in-
glés damage-associated molecular patterns; DR5, del inglés death
receptor 5; D2M, diabetes mellitus tipo 2; ECV, enfermedad car-
diovascular; EHGNA, enfermedad de higado graso no alcoholica;
EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica; FFC diet, del inglés fat-, fruc-
tose- and cholesterol-enriched diet; GGPPS, del inglés geranylge-
ranyl diphosphate synthase; Hep-VEs, VEs derivadas de
hepatocitos; Hep Par 1, del inglés hepatocyte paraffin 1; HFD, del
inglés high fat diet; HFHCD, del inglés high-fat, high-cholesterol
diet; HSCs, del inglés hepatic stellate cells; IRE1q, del inglés in-
ositol requiring enzyme 1a; ITGR1, integrina 31; IL-1B3, interleu-
quina-183; ILV, del inglés intraluminal vesicle; KCs, del inglés
Kupffer cells; KLF4, del inglés Kruppel-like factor 4; LSECs, del in-
glés liver sinusoidal endothelial cells; miR, del inglés mature form
of the miRNA; MISEV, del inglés Minimal Information for Studies
of Extracellular Vesicles; mitoDNA, DNA mitocondrial; MLK3, del
inglés mixed lineage kinase 3; MMP2, del inglés, matrix-metallo-
proteinase-2; MVBs, del inglés multivesicular bodies; NLRP3, del
inglés nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor
protein 3; NFKB, del inglés nuclear factor-kB; PA, del inglés pal-
mitic acid; PPAR-y, del inglés peroxisome proliferator-activated
receptor gamma; RE, reticulo endopldsmico; RM, resonancia mag-
nética; ROCKT, del inglés rho-associated protein kinase 1; STP, del
inglés sphingosine 1-phosphate; TGF-[3, del inglés transforming
growth factor B; TG, triglicéridos; TIMP, del inglés tissue inhibitor
of metalloproteinases; TLRY, del inglés toll-like receptor 9; TRAIL,
del inglés tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand;
VEs, del inglés extracellular vesicles; VNNT, vanin-1.
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