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Introduccion

1. Obesidad

1.1. Definicion

La obesidad es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por un exceso o acumulacion
anormal de grasa corporal. Actualmente constituye un problema de salud publica debido al

elevado impacto sociosanitario y econdmico asociado a la obesidad y sus comorbilidades.

Presentar obesidad constituye un factor de riesgo de enfermedades metabdlicas,
cardiovasculares, respiratorias, gastrointestinales, genitourinarias y reproductivas, y cdncer,
entre otras. La obesidad esta estrechamente relacionada con el desarrollo de sindrome
metabdlico y comorbilidades, incluyendo dislipemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
higado graso, infarto de miocardio, ictus, demencia, apnea del suefio, depresidn, osteoartritis y
varios tipos de cancer (Figura 1) (1-3). Especificamente, presentar obesidad incrementa el
riesgo cardiovascular a través del aumento de presidn arterial, glucosa, triglicéridos (TG) y
colesterol LDL (cLDL), y reduccion del colesterol HDL (cHDL) (4). En conjunto, las
complicaciones de la obesidad son consecuencia de la remodelacién del tejido adiposo, la cual
da lugar a inflamacidn crénica y dafio tisular, y contribuye a la disfuncién multiorgdnica (3). Por
otro lado, la presencia de obesidad estd relacionada con una menor calidad de vida,

desempleo, baja productividad y afectacion social (2,5,6).
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Introduccion

Enfermedad microvascular
Demencia

Enfermedad macrovascular
Ictus

Enfermedad arterial coronaria
Infarto de miocardio
Cardiopatia por obesidad
Insuficiencia cardiaca diastdlica

Hipertension arterial
Aterosclerosis
Enfermedad arterial periférica

Enfermedad renal crénica
Nefropatia diabética
Nefropatia asociada a obesidad
Nefropatia hipertensiva

Esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)
Resistencia a la insulina / Hiperinsulinemia
Resistencia a la insulina
Diabetes
Riesgo de cancer de pancreas

Disfuncion del metabolismo

del musculo esquelético Expansion de los adipocitos e inflamacion

Figura 1. Comorbilidades asociadas a la obesidad.
Figura adaptada de Cardillo & Barton, 2021 (3).

De entre todas las complicaciones anteriormente citadas, se le atribuye a la obesidad un
mayor riesgo relativo de desarrollar complicaciones metabdlicas como la dislipemia,

resistencia a la insulina y diabetes mellitus (Tabla 1) (7).

Riesgo relativo >3 Riesgo relativo 2-3 Riesgo relativo 1-2

Dislipemia Enfermedad coronaria  Cancer

Resistencia a lainsulina  Hipertension - mama (mujeres posmenopausicas)

Diabetes mellitus Osteoartritis - endometrio

Colelitiasis Hiperuricemia y gota - colon

Apnea del suefio Alteraciones hormonales reproductivas

Disnea Sindrome del ovario poliquistico
Infertilidad

Dolor de espalda
Complicaciones en la anestesia
Complicaciones obstétricas

Tabla 1. Riesgo relativo de desarrollar complicaciones asociadas con la obesidad.
Tabla adaptada de WHO, 2000 (7).

La causa comun de todas las complicaciones de la obesidad es el exceso de adiposidad (Figura
2). Esta actuara mediante la sobreproduccion de citoquinas, el incremento de lipidos, el
aumento de la actividad simpatica y del sistema renina-angiotensina-aldosterona, y el estrés

mecanico que conlleva el exceso de tejido adiposo (8).
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Figura 2. Desarrollo de complicaciones asociadas a la obesidad a partir del exceso de
adiposidad.
Figura adaptada de Heymsfield & Wadden, 2017 (8).

Cabe destacar la implicacidon de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas dentro del
conjunto denominado sindrome metabdlico. El sindrome metabdlico se define por la presencia
de obesidad central junto con al menos dos de los siguientes factores: TG elevados (= 150
mg/dL o dislipemia en tratamiento), cHDL reducido (< 40 mg/dL en hombres, < 50 mg/dL en
mujeres, o bien dislipemia en tratamiento), presidn arterial elevada (sistdlica > 130 mm Hg,
diastdlica > 85 mm Hg, o hipertension en tratamiento), y glucosa en ayunas elevada (= 100

mg/dL o diagndstico previo de diabetes tipo 2) (9). Dicho esto, desde la visidén global de las
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alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, la presente tesis doctoral se centrard en la

obesidad y en las comorbilidades metabdlicas tales como la dislipemia y el higado graso.

1.2. Epidemiologia

La obesidad constituye un problema de salud publica, considerandose actualmente una
pandemia. Segln datos de la OMS, la obesidad mundial se ha triplicado desde el afio 1975 al
2016. En 2016 mas de 1,9 billones de adultos (= 18 afios) presentaban sobrepeso, de estos mas
de 650 millones eran obesos. Estos datos representan que el 39% de la poblacién adulta tenian
sobrepeso y el 13% obesidad. De especial relevancia es el incremento de la prevalencia de
obesidad y sobrepeso en nifios y adolescentes, la cual representa una prevalencia del 18% en

2016 (10).

En Espafia la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos el afio 2016 era mayor a la media
mundial, del 62% y 24%, respectivamente, siendo mayor la prevalencia en hombres (25%) que
en mujeres (23%). La prevalencia de obesidad en Espaia ha aumentado mas del doble en los

Ultimos 40 afos (1975-2015) (Figura 3) (11).

25

20

15

10 L

Prevalencia de obesidad (%)

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
Ano

Figura 3. Evolucidn de la prevalencia de obesidad en Espaiia entre el 1975y el 2015 (11).
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A nivel mundial el predominio de obesidad se sitlia, de mayor a menor prevalencia, en las islas
del océano Pacifico (Nauru, Islas Cook, Palau, Samoa, etc.) (45% - 61%), Kuwait (38%), USA
(36%), Jordania (36%), Arabia Saudi (35%), Qatar (35%), seguido de Libia, Turquia, Lebanon,
Egipto, Emiratos Arabes, Bahamas, Nueva Zelanda, Iraq y Fiji (30-<35%). En el rango de 20-25%
de obesidad, donde se encuentra Espafia, encontramos la mayoria de paises europeos, a
excepcidn de Turquia (32%), Malta (29%), UK (28%), y de Hungria, Lituania, Israel, Republica

Checa y Andorra (éstas ultimas del 26%) (Figura 4) (11).
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Figura 4. Prevalencia de la obesidad por zona geografica.
Datos del afio 2016. Figura adaptada de WHO The Global Health Observatory (11).

Estos datos conllevan directa e indirectamente un elevado coste asociado a la obesidad y a sus
comorbilidades. Segun la Organizacidn para la Cooperacién y Desarrollo Econdmico (OCDE), las
enfermedades relacionadas con el sobrepeso abarcan 417 millones del gasto sanitario en
Espaia, comportando el 9,7 % del gasto en salud, el cual es superior a la media de la OCDE y
de la Unién Europea. Esto repercute a la ciudadania en 265 € adicionales de impuestos al afio

(12).
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Globalmente hoy en dia la mayoria de poblacién mundial vive en paises donde el sobrepeso y
la obesidad causa una mayor mortalidad que el peso insuficiente (10). Dada la actual pandemia
de obesidad, son necesarias estrategias de prevencién y tratamientos eficaces para reducir la

carga sanitaria y econdmica asociada a la obesidad y a sus comorbilidades.

1.3. Patogénesis

La obesidad se produce por un desequilibrio del balance energético, debido a una mayor
ingesta caldrica comparado con el gasto energético. La interaccién de distintos factores
biolégicos, ambientales y societales resultara en el desarrollo de obesidad (Figura 5). Dichos
factores dan lugar a la desregulacidn de la ingesta alimentaria, del metabolismo y del grado de
actividad fisica, que contribuyen a un balance energético positivo crénico tipico de la obesidad.
El incremento de prevalencia de obesidad se ha relacionado con cambios en el estilo de vida
de la poblacién, basados en un mayor predominio de comida procesada, alimentos ricos en
azUcares y grasas, con un alto contenido energético y bajo contenido en fibra, y acompafiados
de un estilo de vida mas sedentario. Entre los impulsores del ambiente obesogénico se
encuentra la “Westernalizacion” del estilo de vida de la poblacién, el papel de la industria
alimentaria y la rdpida revolucién en el subministro alimentario, que comportd que el gasto

energético no se adaptara al rapido incremento de ingesta caldrica (5).
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Figura 5. Factores bioldgicos, ambientales y societales que contribuyen a la obesidad.
Figura adaptada de Bliiher, 2019 (5).

En global, son los factores individuales, tales como la predisposicién genética o la regulacion
central y periférica del apetito, los que condicionan la susceptibilidad a desarrollar obesidad, la

cual tiene lugar en un ambiente obesogénico condicionado por factores socioecondmicos (5).

Aunque se conoce la importancia de la base genética de la obesidad por estudios familiares
(13), se estima mediante estudios de asociaciéon gendmica (genome-wide association studies,
GWAS) que las variantes genéticas asociadas a obesidad solo contribuyen a una pequefia
proporcién de la variabilidad del indice de masa corporal (IMC) (6%—11%) (14), por lo que se
sugiere que la base genética incrementa el riesgo de desarrollar obesidad en presencia de
condiciones ambientales obesogénicas (15). En la mayoria de los individuos, la predisposicion

genética a la obesidad presenta una base poligénica por el efecto adicional de variantes en
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multiples genes. Sin embargo, un bajo porcentaje es debido a causas monogénicas y sobre
todo en la obesidad con inicio en la infancia. Entre los genes identificados, la mayoria se
localizan en el sistema de la leptina-melanocortina, la cual interviene en la regulacién de la
ingesta de alimentos y el balance energético: leptina (Lep), receptor de la leptina (Lepr),
receptor de la melanocortina 4 (Mc4r), proteina accesoria del receptor de melanocortina 2

(Mrap2), prohormona convertasa 1 (Pcsk1) y proopiomelanocortina (Pomc), entre otros (16).

En la etiopatogenia de la obesidad también tiene lugar una desregulacion homeostatica y
hedodnica del balance energético. A nivel homeostético o fisioldgico, el apetito/saciedad esta
regulado mediante mecanismos centrales, es decir, neuronas que expresan péptidos
orexigénicos y anorexigénicos, y mecanismos periféricos. Entre las sefiales periféricas de
origen gastrointestinal que regulan la saciedad incluyen las hormonas colecistoquinina (CCK),
péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), péptido YY (PYY), entre otras, en cambio el apetito
estd promovido por hormonas como la ghrelina. Ademas, en la regulacion del balance
energético también intervienen sefales periféricas procedentes del tejido adiposo, como la
leptina y la adiponectina, y de las células beta pancreatica como la insulina (1,17) (Figura 6).
Todas estas sefiales periféricas hormonales actian sobre el sistema nervioso central,
especificamente sobre el nicleo del tracto solitario del tronco cerebral y el nucleo arcuato del
hipotdlamo. En este ultimo se sitlan neuronas orexigenas y anorexigenas que desencadenan
una respuesta neuronal, dando lugar a cambios en la respuesta alimentaria y en el gasto
energético. En individuos sanos, en condiciones de balance energético negativo, se produce
una reduccién de las concentraciones plasmdticas de leptina (hormona anorexigena secretada
por el tejido adiposo) que conduce a la activacion de neuronas orexigenas que expresan el
neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con el Agouti (AGRP) y a la inhibicion de
neuronas anorexigenas que expresan proopiomelanocortina (POMC), siendo el resultado final
un aumento de la ingesta y una disminucion del gasto energético; y en condiciones de balance
energético positivo se produce el proceso contrario (6) (Figura 7). En la obesidad se altera este
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mecanismo de control neuroendocrino que regula el apetito, afectando al gasto y la ingesta
energética. Especificamente, la obesidad se caracteriza por una reduccién de la sefalizacidn
serotoninérgica y dopaminérgica a nivel cerebral y una desregulacion del feedback nutricional
que incluye la reduccion del gusto y olfato, la atenuacién postprandial de la disminucién de
ghrelina y aumento de las hormonas anorexigénicas, el aumento de las concentraciones
plasmaticas y resistencia a la leptina e insulina, la disminucién de concentraciones de
adiponectina, asi como la contribucidn de la microbiota intestinal y de los ritmos circadianos
(16). A nivel heddnico, hormonas como la leptina, ghrelina e insulina se han implicado en el
circuito cerebral de la recompensa a la comida, producido por alimentos apetecibles ricos en

azucares y grasas (17,18).

SNC

) S:_enales aferentes NPY, AGRP, MSH, CART, Sefiales eferentes
i G _re Ina, CCK{ GLP-1, GIP_; nesfatina y serotonina Hormonas tiroideas,
insulina, glucagdn, serotonina POMLC y sistema nervioso
y prostaglandinas auténomo

Tejido adiposo blanco
Adipocinas como la
leptina y adiponectina

Tejido adiposo
marron y beige

Otros tejidos

AN

Figura 6. Control del apetito y la saciedad.
Figura adaptada de Gonzalez-Muniesa et al., 2017 (1). AGRP, proteina relacionada con el
Agouti; CART, transcripcion regulada de cocaina y anfetamina; CCK, colecistoquinina; GIP,
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polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa; GLP-1, péptido similar al glucagdn tipo 1;
MSH, hormona estimulante de melanocitos; NPY, neuropéptido Y; POMC,
proopiomelanocortina; SNC, sistema nervioso central; UCP1, termogenina.

Conductual
Endocrina

Gasto Ingesta
energético energética

Neuronas
segundo orden

Ntcleo
arcuato NTS
Insulina \
. CCK
Pancreas Leptina +
—~ Ghrelina Tracto
Tejido digestivo

adiposo

Figura 7. Mecanismos centrales y periféricos implicados en el control del peso corporal (6).
AGRP, proteina relacionada con el Agouti; CART, transcripcién regulada de cocaina vy
anfetamina; CCK, colecistoquinina; NPY, neuropéptido Y; NTS, ndcleo del tracto solitario,
POMC, proopiomelanocortina; PYY, péptido YY; SNA, sistema nervioso auténomo.

Por ultimo, tanto la obesidad como las complicaciones asociadas mas frecuentes estan
relacionadas a nivel celular y molecular con la presencia de inflamacién crénica de bajo grado y
estrés oxidativo (19-22). El exceso de grasa corporal en la obesidad da lugar una disfuncion del
tejido adiposo caracterizado por hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, secrecion de
adipocinas y citoquinas proinflamatorias, e infiltracién de macrdfagos seguida del cambio de
fenotipo de los macréfagos de antiinflamatorio (M2) a proinflamatorio (M1) (Figura 8).
Adipocitos y células inmunitarias, predominantemente macréfagos, sobreproducen adipocinas
proinflamatorias, tales como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-18 (IL-18), leptina, resistina, inhibidor

del activador del plasmindgeno 1(PAI-1) y proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP4), a la
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vez que reducen la secrecién de adipocinas antiinflamatorias como adiponectina y proteina
secretada similar a frizzle nimero 5 (SFRP5). Asimismo, dichos cambios en el tejido adiposo
intervienen en el desarrollo de resistencia a insulina mediante la liberacién de acidos grasos
libres, adipocinas, citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6), especies reactivas de oxigeno
(ROS), ademas de otros factores y proteinas de sefializaciéon, a través de la activacion de las
vias del factor nuclear kappaB (NF-kB) y de las quinasas c-Jun N-terminal (JNK), entre otras
vias. En ultima instancia, el exceso de 4cidos grasos libres procedentes de la lipdlisis del tejido
adiposo da lugar a lipotoxicidad e hiperlipidemia y acumulacion de grasa ectépica en higado y
musculo esquelético (Figura 9) (1,23-27). Segun lo anteriormente expuesto, estrés oxidativo e
inflamacién crénica de bajo grado son mecanismos subyacentes de la obesidad y sus

complicaciones metabdlicas (resistencia a la insulina, dislipemia e higado graso).
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Figura 8. Disfuncion del tejido adiposo asociada a la obesidad y que participa en la
inflamacion, resistencia a la insulina, dislipemia, MAFLD y otras caracteristicas del sindrome
metabdlico.
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Figura adaptada de Jung & Choi, 2014 (25). ANGPTL2, proteina 2 relacionada con la
angiopoyetina; ASP, proteina estimulante de acilacién; IL-1, interleucina-1; IL-10, interleucina-
10; IL-18, interleucina-18; IL-6, interleucina-6; MCP-1, proteina quimiotactica de monocitos 1;
NAFLD, higado graso no alcohdlico; PAI-1, inhibidor del activador del plasmindgeno 1; RBP4,
proteina transportadora de retinol tipo 4; SAA, proteina amiloide sérica A; SFRP5, proteina
secretada similar a frizzle nimero 5; TGF-B, factor de crecimiento transformante beta; TNF-q,
factor de necrosis tumoral a.
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Figura 9. Interaccion entre tejido adiposo, musculo e higado en la obesidad: contribucion al
desarrollo de inflamacidn y resistencia a la insulina.
Figura adaptada de de Luca & Olefsky, 2008 (27). R, resistencia a la insulina.

1.4. Diagnéstico

La obesidad se define por un aumento de grasa corporal. La medicion directa de la grasa
corporal se realiza por métodos poco accesibles y dificiles de incorporar a la practica diaria, por
lo que se recurre a estimaciones de la grasa corporal a partir de datos antropométricos como
el IMC. No obstante el diagndstico Unicamente basado en el IMC presenta limitaciones al no
identificar la distribucion ni funcionalidad de la grasa corporal. Por este motivo, diferentes
sociedades han propuesto el término “Enfermedad crénica basada en la adiposidad”
(Adiposity-based chronic disease; ABCD) y plantean una nueva clasificacion diagndstica que
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incluya la fisiopatologia, el grado de adiposidad, el riesgo para la salud y el nivel de gravedad

de las complicaciones(28).

El IMC, peso (kg) dividido por altura al cuadrado (m?), se utiliza para determinar el estado
ponderal y clasificar los grados de obesidad (2). En adultos, la obesidad se diagnostica con un
IMC 2 30 kg/m’y la presencia de sobrepeso con un IMC entre 25 - 29,9 kg/m” (Tabla 2). El IMC
es de utilidad para estimar la prevalencia de obesidad a nivel poblacional. Sin embargo, no
constituye una medida de la grasa corporal ni de su distribucion corporal, por lo que puede no

ser aplicable en todos los individuos y/o poblaciones (7).

Categoria IMC (kg/m?)
Peso insuficiente < 18,5

Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso o pre-obesidad 25,0-29,9
Obesidad grado 1 30,0-34,9
Obesidad grado 2 35,0-39,9
Obesidad grado 3 > 40,0

Tabla 2. Categorias del estado ponderal segun los criterios de la OMS (7).
IMC, indice de masa corporal.

Los individuos con un exceso de grasa intraabdominal presentan un mayor riesgo de
enfermedad metabdlica y cardiovascular. Por este motivo se utiliza la medida del perimetro
abdominal o circunferencia de la cintura como indicador de la grasa visceral intraabdominal
para identificar aquellos pacientes con obesidad y un alto riesgo de comorbilidades
cardiometabdlicas (7). En poblacién de origen europeo la obesidad central se define con una
circunferencia de cintura 2 94 cm en hombres y 2 80 cm en mujeres (29). Si la circunferencia
de cintura es 2 102 cm en hombres y > 88 cm en mujeres, existe un mayor riesgo relativo de

diabetes, hipertensién arterial y enfermedad cardiovascular (6).

En el examen fisico del paciente se recomienda medir el peso y altura, para el calculo del IMC

anteriormente mencionado, medir la circunferencia de la cintura y presion arterial, asi como
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evaluar la presencia e contribucion de comorbilidades asociadas a la obesidad (diabetes,
hipertension, dislipemia, enfermedades cardiovasculares, respiratorias y articulares, MAFLD,
alteraciones del suefio, etc). Ademas es importante recoger la historia clinica completa del
paciente obeso: antecedentes familiares, habitos alimentarios y de actividad fisica, cronologia
del peso corporal, presencia de depresién o alteraciones emocionales, determinantes
genéticos, hormonales, psicosociales o farmacolégicos que pueden contribuir a la obesidad,

tratamientos previos y las expectativas y motivaciones al cambio (2,6,28).

El diagndstico se complementa con la determinacién analitica de glucemia, perfil lipidico,
funcién hepadtica, renal y tiroidea, metabolismo del calcio y del hierro, proteina C reactiva, y
una evaluacidon cardiovascular y/o pruebas de imagen o funcionales en caso que sean

necesarias para el diagnéstico de las complicaciones asociadas a la obesidad (2,6,28,30).

Por ultimo, aunque la determinacién de la composicion corporal por métodos diferentes al
antropométrico no es requisito para el diagndstico de la obesidad, en la practica clinica puede
ser una herramienta Util para medir la eficacia del tratamiento. Entre las técnicas que se
pueden utilizar se encuentran métodos de imagen (absorciometria con rayos X de doble
energia), densitometria (pletismografia por desplazamiento de aire) y el andlisis de impedancia

bioeléctrica (1,2).

1.5. Estrategias terapéuticas

El tratamiento de la obesidad esta basado en la reduccidon de peso mediante modificaciones

del estilo de vida del paciente, farmacoterapia y/o procedimientos quirdrgicos (2,31,32).

El objetivo de pérdida de peso debe ser realista e individualizado con la finalidad de promover
la reduccién del peso y su mantenimiento a largo plazo. Segun las guias europeas (2,33) para el
manejo de la obesidad aconsejan una pérdida de peso del 5-15% del peso total en un periodo

de 6 meses o bien 0,5-1,0 kg/semana. Con este objetivo se implementaran cambios en el estilo
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de vida del paciente, mediante introduccién de una alimentacién hipocaldrica pautada, un
incremento de la actividad fisica y una modificacién de la conducta del paciente. Los cambios
de la dieta implementados buscan reducir la ingesta en 500-1000 kcal/dia. Las dietas centradas
en un macronutriente, como las dietas bajas en grasas, bajas en carbohidratos o con alto
contenido proteico, no han demostrado ser mas eficaces que una dieta hipocaldrica
equilibrada, excepto en las dietas con bajo contenido glucémico a corto plazo. En nuestro
entorno, se recomienda la dieta mediterranea hipocaldrica, la cual ha demostrado reducir los
eventos cardiovasculares (28,34). Por otro lado, se recomienda incorporar ejercicio aerobio
moderado, al menos 150 min/semana, combinado con 1-3 sesiones/semana de ejercicios de
resistencia. Para conseguir una mayor eficacia del tratamiento dietético/ejercicio se puede
complementar con terapias cognitivas conductuales y/o soporte psicoldgico por parte de los

especialistas correspondientes.

El tratamiento farmacoldgico se afiade en aquellos pacientes con un IMC 2 30 kg/m? o con un
IMC 2 27 kg/m? y comorbilidades asociadas (2,35). Se debe evaluar la eficacia del tratamiento a
los 3 meses: si se ha producido una pérdida de peso >5% en pacientes no diabéticos o >3% en
pacientes diabéticos se recomienda continuar el tratamiento, en cambio en los no-
respondedores se aconseja su interrupcion (2). En la Tabla 3 se muestran las opciones
farmacoldgicas disponibles en Europa y Estados Unidos (2,36). Entre los mecanismos de accién
de la farmacoterapia destacan la reduccion de la absorcidn de grasas de la dieta (orlistat), la
supresion del apetito a través de la activacion de distintas vias centrales (lorcaserina,
fentermina/topiramato, bupropion/naltrexona), y la analogia del péptido anorexigeno GLP-1
(liraglutida). Especificamente, en Europa se encuentran comercializados orlistat, liraglutida y la
combinacion bupropién/naltrexona (28,33). Recientemente este afio 2021 la FDA ha aprobado
la utilizacion de la semaglutida para el tratamiento de la obesidad, aunque en Europa solo estd
aprobada para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Otras opciones farmacoldgicas se estan
evaluando en ensayos clinicos para el tratamiento de la obesidad, tales como tesofensina,
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bupropidon/zonisamida, exenatida, cetilistat, beloranib, RM-493, KD026, y etabonato de

remoglifozina (17).

Adicionalmente, en aquellos pacientes con un IMC > 40 kg/m” o con un IMC > 35,0 kg/m*y
comorbilidades asociadas, el tratamiento se puede complementar con opciones quirurgicas
(2,28,35). La cirugia baridtrica mejora las alteraciones metabdlicas en pacientes obesos,
consiguiendo una remision de la diabetes a corto y medio plazo, por este motivo las guias
clinicas europeas y americanas también consideran la cirugia bariatrica como opcion

terapéutica en pacientes con un IMC 30,0 - 34,9 kg/m’ y diabetes tipo 2 (2,35).

También es importante considerar en el manejo del paciente obeso el tratamiento de aquellas
alteraciones metabdlicas y comorbilidades asociadas: dislipemia, diabetes tipo 2, hipertension,

apnea del suefio, osteoartritis y afectaciones psicosociales derivadas de la obesidad (2).

Cabe recordar que la obesidad es una enfermedad prevenible, por lo que serdn de vital
importancia aquellas intervenciones que motiven cambios conductuales (educacidn,
promocién de la salud, marquetin social e iniciativas para un estilo de vida mds sano) y
estrategias de prevencién mediante acciones legales, regulatorias y/o politicas para reducir las
causas principales de obesidad (por ejemplo, impuestos en las bebidas azucaradas o

prohibiciéon de la publicidad de alimentos no saludables dirigida a poblacién infantil) (5).

Por dultimo, dado la complexidad de factores biolégicos, ambientales y sociales que
contribuyen a la obesidad son necesarios no solo cambios a nivel individual y social, sino
también tratamientos eficaces y seguros para los pacientes obesos. Sin embargo, las
estrategias terapéuticas actuales muestran una baja efectividad y/o efectos adversos
indeseables y la cirugia bariatrica no esta exenta de riesgos (37,38). Por este motivo son
necesarias nuevas estrategias terapéuticas centradas, no solo en la pérdida de peso, sino

también en la normalizacion de las alteraciones metabdlicas asociadas.
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Farmaco Aprobacion  Mecanismo de accion Advertencias y precauciones Contraindicaciones Efectos adversos
Orlistat FDA 'y EMA Inhibidor de lipasas Hepatitis, fallo hepatico Embarazo, lactancia, sindrome Disminucién de la absorcién
gastrointestinales (raro), se recomienda de malabsorcién cronico, de vitaminas liposolubles,
coadministrar complejos colestasis esteatorrea, urgencia fecal
multivitaminicos
Lorcaserina FDA Agonista selectivo 5-HT2c Sindrome serotoninérgico, Embarazo, lactancia, utilizar Dolor de cabeza, nauseas,
deterioro cognitivo, con precaucién con IMAO, boca seca, mareo, fatiga,
depresion, valvulopatia, ISRS y IRSN estrefimiento
hipoglucemia, priapismo
Fentermina/ FDA Liberacion de Toxicidad fetal, miopatia Embarazo, lactancia, Insomnio, boca seca,
Topiramato noradrenalina (fentermina) aguda, deterioro cognitivo, glaucoma, hipertiroidismo, estrefiimiento, parestesia,
y modulacion del GABA acidosis metabdlica, utilizar con precaucién con mareo, disgeusia
(topiramato) hipoglucemia IMAO
Bupropion/ FDAyEMA Inhibidor de la recaptacion  Toxicidad fetal, mayor riesgo  Hipertension no controlada, Nauseas, estreflimiento,
Naltrexona de dopaminay de convulsiones, glaucoma, convulsiones, anorexia dolor de cabeza, vomitos,
noradrenalina (bupropidon)  hepatotoxicidad nerviosa y bulimia, abstinencia mareo
y antagonista opioide de drogas y alcohol, utilizar
(naltrexona) con precaucién con IMAO
Liraglutida FDA 'y EMA Agonista GLP-1 Pancreatitis aguda, Historia de cancer medular de  Nduseas, vomitos,
colecistitis aguda tiroides o MEN tipo 2 pancreatitis
Semaglutida FDA Agonista GLP-1 Pancreatitis aguda, Historia de cancer medular de  NAauseas, diarrea, vomitos,

retinopatia diabética

tiroides o MEN tipo 2

pancreatitis

Tabla 3. Farmacoterapia de la obesidad.
Tabla adaptada de Yumuk et al., 2015 (2), modificada con la reciente aprobacion de la semaglutida (36). 5-HT2c, receptor 2c de la serotonina; EMA, Agencia
Europea del Medicamento; FDA, Administracion de Alimentos y Medicamentos; GLP-1, péptido similar al glucagdén tipo 1; IMAO, inhibidores de la
monoaminooxidasa; IRSN, inhibidores de la recaptacién de serotonina y noradrenalina; ISRS, inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina; MEN,

neoplasia endocrina multiple.
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2. Dislipemia

2.1. Definicion

La dislipemia asociada a la obesidad se caracterizada por el aumento de las concentraciones
plasmaticas de TG y acidos grasos libres, la reduccidn del colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad (cHDL) junto con disminucidn de su funcidn anti-aterogénica, y concentraciones
normales o ligeramente elevadas de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL)

junto con un incremento de LDL pequefias y densas (sdLDL, small dense LDL) (39,40).

La presencia de dislipemia estd estrechamente asociada a un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular. Concentraciones elevadas de cLDL estdn relacionadas con un incremento del
riesgo cardiovascular, tanto por la cantidad de cLDL como por el tiempo de exposicion a éste,
debido a que la apoliproteinas B (Apo B) tipicas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
favorecen la formacién de la placa aterosclerdtica. Por este motivo, el objetivo terapéutico
serd mantener baja la concentracidon de cLDL y otras lipoproteinas-Apo B para minimizar la
progresion de las placas aterosclerdticas (41). En cambio, el cHDL ejerce un efecto protector a

nivel cardiovascular (42).

Aunque en esta tesis hablaremos de la dislipemia asociada a la obesidad, cabe recordar que
también puede estar presente en individuos con peso normal. En este caso el perfil lipidico se
diferenciara del paciente obeso por el ligero incremento de TG y leve reduccion de cHDL junto

con el predominio de cLDL elevado (Tabla 4) (39).
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Normopeso Obesidad
CT & &
cLDL T </
cHDL N2 N2 2
TG T ™~
sdLDL » ™

Tabla 4. Perfil lipidico en pacientes con alteracion metabdlica.

Tabla adaptada de Vekic et al., 2019 (39).

cHDL, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL, colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad; CT, colesterol total; sdLDL, LDL pequefias y densas (small dense LDL); TG,
triglicéridos.

2.2. Epidemiologia

Segun datos de la OMS, el 2008 el 56,1% de la poblacidn espafiola mayor de 25 afos
presentaba concentraciones elevadas de colesterol total (CT) (= 5 mmol/l), siendo mayor la

prevalencia en hombres que en mujeres (58,9% respecto 52,9%)(11).

Los pacientes con obesidad presentan una mayor de prevalencia de dislipemia comparado con
individuos normopesos. En el estudio NHANES realizado de 2007-2010 en Estados Unidos
reportaban una mayor prevalencia de dislipemia en pacientes con obesidad (49,7%), seguido
de sobrepreso (44,2%) y normopeso (28,6%). Ademds, la prevalencia de dislipemia en
pacientes obesos era mayor comparado con otros factores de riesgo cardiovascular: la mitad
de pacientes obesos tenian dislipemia, mientras solo el 35,7% presentaba hipertensién y el

18,5% diabetes (43).

2.3. Patogénesis

En pacientes obesos, la hipertrigliceridemia caracteristica de la dislipemia es producida por la
liberacidn de abundantes acidos grasos libres procedentes de la lipélisis del tejido adiposo, que
seran conducidos al higado para la sintesis de TG (Figura 10). A nivel hepatico, se produce la
acumulacién de TG y sobreproduccién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las VLDL

compiten con los quilomicrones por la lipoproteina lipasa (LPL), dando lugar a un incremento
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de TG remanentes, es decir, lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y LDL, que son
transportadas al higado. En la obesidad la lipdlisis estard alterada, debido a una menor
expresion de LPL en tejido adiposo y musculo esquelético. El incremento de TG también induce
un incremento del intercambio de ésteres de colesterol (CE) y TG entre VLDL, lipoproteinas de
alta densidad (HDL) y LDL a través la proteina de transferencia de éster de colesterol (CETP),
disminuyendo la cHDL. Por ultimo, se produce un incremento de las sdLDL por la accién de la

lipasa hepatica, la cual reduce el contenido de TG y fosfolipidos de las LDL (4).

~ oL
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B I [ Lipdlisis |

i 3poB100)
7 Ly HDL

"""""" 2 ac
}-} nativas /

\ Quilomicrones |

Tejido adiposo \_ remanentes /

S —(apoBad) Intestino

Figura 10. Alteracién del metabolismo lipidico en la obesidad.

Figura adaptada de Klop et al., 2013 (4). Apo B, apolipoproteina B; CE, ésteres de colesterol;
CETP, proteina de transferencia de éster de colesterol; cHDL, colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad; FFA, acidos grasos libres (free fatty acids); HDL, lipoproteinas de alta
densidad; IDL, lipoproteinas de densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; LH,
lipasa hepdtica; LPL, lipoproteina lipasa; sdLDL, LDL pequefas y densas (small dense LDL);
VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; TG, triglicéridos.

Segln lo anteriormente mencionado, la hipertrigliceridemia contribuye a la reduccién de las

concentraciones de cHDL. No obstante, otras causas implicadas en la disminucién de cHDL son
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la presencia de inflamacidn crdnica, la alteracién de la actividad de CETP e induccién de
resistencia a la insulina por parte de los acidos grasos libres y la disminucidn de la capacidad de

transporte reverso del colesterol debido a la disfuncién del tejido adiposo marrdn (44).

En el tejido adiposo, ademds de aumentar la lipdlisis, tiene lugar una disfuncidn de la proteina
estimulante de la acilacion (ASP o C3adesArg) que puede contribuir a la dislipemia mediante la

sintesis y almacenamiento de TG en los adipocitos (4).

En la patogénesis de la dislipemia intervienen las adipocinas y citoquinas secretadas por el
tejido adiposo. En concreto, la leptina, TNF-a y IL-6 presentan un efecto lipolitico, y la resistina
incrementa la produccién de VLDL y disminuye la expresion hepatica del receptor LDL. Por otro
lado, la adiponectina, cuya concentracién estd disminuida en la obesidad, promueve la
oxidacion de los acidos grasos (39). Otra variable que contribuye al desarrollo de dislipemia en
la obesidad es la resistencia a la insulina, producida por el aumento del flujo hepatico de
acidos grasos procedentes de la dieta y de la lipdlisis del tejido adiposo, asi como el aumento
de citoquinas proinflamatorias derivadas de los acidos grasos libres (4). Finalmente la
hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo visceral también estd asociada con dislipemia,
independientemente de la composicion corporal y distribucién de grasa en pacientes obesos

(45).

Por ultimo, cabe destacar el papel del acido palmitico (PA), acido graso saturado cuya
concentracion plasmatica estd mas elevada en pacientes obesos, en la respuesta inflamatoria
via la activacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4) (Figura 11). La activacion de TLR4, directamente
por el PA o indirectamente por la sobreproduccidn de lipopolisacarido (LPS), da lugar a la
transduccion de diversas sefiales proinflamatorias a través de la induccién de la via de NF-kB o
la activacion del factor regulador de interferén 3 (IRF3). Ademas, el incremento de PA conlleva

la induccidn de resistencia a la insulina a través del reclutamiento y activacién de los
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macrofagos y la sobreproduccién de citoquinas proinflamatorias tales como el TNF-a (Figura

12) (46).

L SFA
/LPS
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Figura 11. Activacion del receptor TLR4 por el dcido palmitico y via de seinalizacién.

Figura adaptada de Korbecki & Bajdak-Rusinek, 2019 (46). IRAK, cinasa asociada al receptor de
IL-1; IRF3, factor regulador de interferon 3; LPS, lipopolisacarido, MyD88, factor de
diferenciaciéon mieloide 88; NF-kB, factor nuclear kappaB; PA, acido palmitico; PI3K,
fosfatidilinositol 3-quinasa; PKB/Akt, RAC-alfa serina / treonina-proteina quinasa; SFA, acidos
grasos saturados; TLR4, receptor tipo Toll 4; TRAF6, factor asociado al receptor de TNF; TRIF,
adaptador que contiene el dominio del receptor Toll/IL-1 e induce IFN-B.
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Figura 12. Papel del acido palmitico en la induccién de la resistencia a insulina a través de la
activacion de macroéfagos.

Figura adaptada de Korbecki & Bajdak-Rusinek, 2019 (46). CCL2/MIP-1B, proteina
quimioatrayente de monocitos 1/proteina inflamatoria macrofagica-1B; CXCL10/1P-10, ligando
10 de quimiocina con motivo CXC; IL-1PB, interleucina-1pB; IL-6, interleucina-6; PA, acido
palmitico; S1P, esfingosina-1-fosfato; TNF-a, factor de necrosis tumoral a.

2.4. Diagnoéstico

El diagndstico de la dislipemia se basa en el analisis del perfil lipidico en el laboratorio: TG, CT,

cHDLy cLDL.

Con la finalidad de evaluar el riesgo cardiovascular, es de utilidad la determinacién de Apo B,

presente mayoritariamente en las lipoproteinas VLDL, IDL y LDL, ya que interviene en el inicio y
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progresion de la aterosclerosis y su cuantificacion permite calcular directamente el nimero de
particulas aterogénicas en el plasma. Sin embargo, en la practica clinica se utiliza la
determinacién del CT, cHDL y TG, todos ellos utilizados para el calculo de la concentracion de
cLDL mediante la férmula de Friedewald: cLDL (mg/dl) = CT — cHDL — (TG/5). El cLDL calculado
presenta una serie de limitaciones debido a la posible acumulacién de errores por la
determinacion de las tres variables, la infraestimaciéon cuando la concentracion de TG es
elevada y la poca fiabilidad de la formula si la muestra no se obtiene en ayudas. Por este
motivo también se utiliza la determinacién directa del cLDL mediante técnicas enzimaticas o

ultra centrifugacion (47).

En concreto, en el calculo del riesgo cardiovascular mediante las tablas SCORE incluyen el CT
como factor de riesgo, ademas de edad, sexo, consumo de tabaco y presidn arterial sistdlica.
En funcién de la estimacion SCORE, el riesgo cardiovascular se clasifica en bajo (<1%),
moderado (21 a <5%), alto (25 a <10%), y muy alto (210%). No obstante, la presencia de
enfermedad cardiovascular aterosclerética, diabetes mellitus, enfermedad renal y otros
factores de riesgo, contribuyen también el riesgo cardiovascular. En general, presentar un CT >
310 mg/dl (> 8 mmol/l) y cLDL > 190 mg/dl (> 4,9 mmol/l) da lugar a un riesgo cardiovascular

alto (47).

En conclusién, para la evaluacidn de la dislipemia y el riesgo cardiovascular asociado se
recomienda el analisis sistematico de CT, cHDL, cLDL y TG. Ademas, se recomienda la
determinaciéon de Apo B como alternativa al cLDL en aquellos pacientes con TG elevados,
diabetes, obesidad, sindrome metabdlico o con cLDL muy bajo. Por ultimo la cuantificacidon de
lipoproteina A (particula LDL con apolipoproteina A unida a Apo B), la cual evalua el riesgo de
enfermedad cardiovascular, es aconsejable al menos una vez a la vida para identificar aquellos

pacientes con riesgo hereditario de enfermedad cardiovascular aterosclerética (47).

2.5. Estrategias terapéuticas
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El tratamiento de la dislipemia se fundamenta en primer lugar en la modificacion del estilo de
vida del paciente mediante incorporacion de una dieta saludable con bajo contenido en grasas
saturadas y rica en alimentos integrales, verduras, frutas y pescado, acompafiada de un

aumento de la actividad fisica (47).

En funcidn del riesgo cardiovascular total y la concentracion de cLDLy TG se recomienda iniciar
la farmacoterapia (Tabla 5). El objetivo lipidico del tratamiento farmacolégico de la
hipercolesterolemia dependera del riesgo cardiovascular: reducciéon = 50% del valor basal de
cLDL, cLDL < 55 mg/dl y colesterol no-HDL < 85 mg/dl en pacientes con riesgo muy alto;
reduccidn = 50% del valor basal de cLDL, cLDL < 70 mg/d| y colesterol no-HDL < 100 mg/dl| en
pacientes con riesgo alto; cLDL < 100 mg/dl y colesterol no-HDL < 130 mg/dl en pacientes con
riesgo moderado; y cLDL < 116 mg/dl en pacientes con riesgo bajo. El tratamiento
farmacoldgico de la hipercolesterolemia se inicia con estatinas a la dosis maxima recomendada
o tolerada, con la finalidad de reducir las concentraciones de cLDL. Si no se cumple el objetivo
terapéutico de cLDL se recomienda combinar con ezetimiba, y ante falta de eficacia
terapéutica de esta combinaciéon se deberia afiadir un inhibidor de propoteina convertasa
subtilisina/kexina 9 (PCSK9). La adicion del inhibidor de PCSK9 se recomienda en pacientes con
riesgo muy alto de enfermedad cardiovascular o pacientes con hipercolesterolemia familiar
con riesgo muy alto que no alcanzan el objetivo terapéutico con la dosis mdxima tolerada de
estatina y ezetimiba. Ademds, se puede considerar la asociacién estatina y quelante de acidos
biliares si no se logra el objetivo terapéutico. Por otro lado, las estatinas también son el
farmaco de primera eleccién en el tratamiento de la hipertrigliceridemia. En pacientes de alto
riesgo en tratamiento con estatinas se debe considerar afadir una suplemento de 4acidos
grasos poliinsaturados n-3 cuando la concentracidn de TG se encuentre entre 135-499 mg/dl y
la combinacién con fibratos cuando cumplen el objetivo de cLDL pero los TG son > 200 mg/d|l

(47).
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Farmaco Mecanismo de accion Indicacidn terapéutica Efectos adversos
Estatinas Inhibicidn de la sintesis de colesterol  Hipercolesterolemiay  Miopatia, leve aumento alanina aminotransferasa, mayor
(inhibidor HMG-CoA reductasa) hipertrigliceridemia riesgo disglucemia y DM2, riesgo accidentes

cerebrovasculares hemorrdgicos. Ajuste de dosis en
hepatopatia leve o insuficiencia renal.

Ezetimiba Inhibidor de la absorcion de Hipercolesterolemia Trastornos Gl, fatiga.
colesterol
Quelantes de acidos Quelacién de los acidos biliares Hipercolesterolemia Trastornos Gl: Flatulencia, estreiimiento, dispepsia y
bililares nauseas. Reduccion de la absorcidn de vitaminas
(colestiramina, colestipol, liposolubles.
colesevelam)
Inhibidores PCSK9 Inhibicién de PCSK9 Hipercolesterolemia Irritacidn en el lugar de la inyeccion subcutanea, sintomas
(alirocumab, evolocumab) gripales, mayor riesgo DM2, desarrollo de anticuerpos a
largo plazo.
Lomitapida Inhibidor de la MTP (formacién de Hipercolesterolemia Trastornos Gl, aumento de transaminasas hepaticas.
VLDL) familiar homocigota
Fibratos Agonistas del receptor PPAR-a Hipertrigliceridemia Trastornos Gl, erupciones cutdneas, miopatia, aumento
(fenofibrato, bezafibrato) transaminasas hepaticas, colelitiasis, aumento creatinina
y homocisteina séricas.
Acidos grasos n-3 No esta bien conocido. Interaccion Hipertrigliceridemia Trastornos Gl.

con PPAR-a y disminucion Apo B.

Tabla 5. Farmacoterapia de la dislipemia.
Tabla adaptada de Mach et al.,, 2020 (47). Gl, gastrointestinales; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A; MTP, proteina microsomal de
transferencia; PCSK9, propoteina convertasa subtilisina/kexina 9; PPAR-a, receptor alfa activado del proliferador de peroxisoma.
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3. MAFLD

3.1. Definicion

La enfermedad del higado graso asociada con disfuncion metabdlica (MAFLD; Metabolic
Associated Fatty Liver Disease), antiguamente nombrada higado graso no alcohélico (NAFLD;
Non-Alcoholic Fatty Liver Disease), se considera la manifestacién hepatica del sindrome
metabdlico, representando un amplio espectro histopatolégico de enfermedad hepatica que
va desde esteatosis simple (NAFL, Non-Alcoholic Fatty Liver) hasta esteatohepatitis (NASH,
Non-Alcoholic Steatohepatitis), fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC). La esteatosis
simple estd caracterizada por una acumulacion hepatocelular de TG superior al 5% vy la
esteatohepatitis cursa ademds de esteatosis con inflamacién lobular y balloning hepatocelular

(48).

La mayoria de pacientes MAFLD presentan solo esteatosis hepatica, mientras una minoria
desarrolla NASH, la cual conlleva un mayor riesgo de progresion a estadios mas avanzados de
enfermedad hepdtica. Los pacientes con NASH pueden evolucionar a fibrosis, cirrosis e incluso
presentar CHC (49,50). Mientras un paciente con higado graso se estima que tarda 14,3 afios
en progresar un estadio de fibrosis, la misma progresidon en un paciente con NASH es de 7,1
afios (51). No obstante, la progresién de MAFLD no es lineal e irreversible, sino mas bien

dindmica y heterogénea, siendo posible una regresiéon de la enfermedad. (Figura 13) (52).
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Normal NAFL

N\

NASH +/- Fibrosis Fl.beS.IS severa/ Trasplante hepatico
Cirvosis o mortalidad

Figura 13. Espectro dindmico de la MAFLD.

Figura adaptada de Moore, 2019 (52). Las flechas de color rojo y verde indican la progresién y
regresion de la enfermedad hepatica, respectivamente. NAFL, esteatosis simple; NASH,
esteatohepatitis; CHC, carcinoma hepatocelular.

El curso clinico de la MAFLD es heterogéneo y estd condicionado por multiples factores que se

describen a continuacion:

e Edad: Existe una relacién entre la edad y una mayor prevalencia de MAFLD vy estadio
de fibrosis (53), aunque esta asociacion puede estar influenciada por la duracién de la
enfermedad hepatica mas que especificamente con la edad (54).

e Sexo: El sexo femenino presenta mayor proporcién de grasa corporal comparado con
el sexo masculino, independientemente de la circunferencia de la cintura (55). Dada la
estrecha relacion de obesidad y MAFLD, algunos estudios indican un mayor riesgo de
MAFLD en mujeres (56). Sin embargo, estudios recientes muestran una mayor
prevalencia de MAFLD en el sexo masculino, como es el caso del estudio realizado en
poblacién espaiola (57).

e QOrigen étnico: Los individuos de raza hispanica son mas susceptibles a desarrollar
MAFLD, seguido de los individuos de raza blanca no-hispanicos y con una menor
susceptibilidad los de raza negra de procedencia africana, pudiendo contribuir factores

ambientales y también polimorfismos genéticos del gen Pnpla3 (58).
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Estilo de vida, dieta, microbiota y consumo de alcohol: El sedentarismo, una actividad
fisica reducida y una dieta nutricionalmente pobre se han relacionado con el desarrollo
o predisposicién a MAFLD. El consumo de fructosa estd relacionado con alteraciones
de la microbiota intestinal promoviendo MAFLD (59). Por ultimo, el consumo de
alcohol, incluso a dosis bajas, esta asociado con enfermedad hepatica avanzada (60).
Alteraciones metabdlicas: La aparicién de MAFLD estd estrechamente relacionada con
la presencia de obesidad, diabetes mellitus o resistencia a la insulina y sindrome
metabdlico. La mitad de los pacientes con MAFLD son obesos, el 23% presentan
diabetes y el 69% dislipemia. La prevalencia de alteraciones metabdlicas asociadas
aumenta mas en pacientes NASH, los cuales mdas del 80% son obesos, el 44% son
diabéticos y el 72% presentan dislipemia (61). Particularmente, los pacientes con
MAFLD presentan casi el doble de riesgo de mortalidad por enfermedad cardiovascular
comparado con individuos sanos (62), siendo la enfermedad cardiovascular la causa
mas frecuente de mortalidad.

Factores genéticos: La susceptibilidad genética de MAFLD estd asociada
principalmente a variantes de los genes Pnpla3 (patatin-like phospholipase domain-
containing 3) y Tmésf2 (transmembrane 6 superfamily member 2) (63-65), aunque a lo
largo de los uUltimos afos se ha descrito la contribucién de otros genes (66).

Factores epigenéticos: Existe susceptibilidad genética a MAFLD asociada a factores
epigenéticos, los cuales se producen por modificacion de la expresidén de genes debido
a factores ambientales. La identificacién de estas signaturas epigenéticas en el DNA
circulante podria conducir a potenciales biomarcadores de progresién de MAFLD,
como microRNAs que pueden explicar la discordancia de MAFLD entre gemelos
genéticamente idénticos (67) y la metilacién del DNA relacionada con el grado de

fibrosis (68,69).
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Por lo tanto, los factores anteriormente mencionados (ambientales y genéticos) asi como la
microbiota intestinal y el tejido adiposo contribuyen al desarrollo de MAFLD a través de un
proceso de inflamacion metabdlica. Es este estado de inflamacidn crdénica la que estd asociada
con la aparicion en manifestaciones extrahepdticas como la diabetes tipo 2, enfermedades

cardiovasculares y disfuncidn neurocognitiva (70).

3.2. Epidemiologia

La globalizacion de MAFLD incrementa en paralelo con la pandemia de obesidad y constituye
la causa mas comun de enfermedad hepdtica crénica a nivel mundial, tanto en poblacién

adulta como en jovenes (71).

Globalmente la prevalencia estimada de MAFLD mediante pruebas de imagen es del 25 %.
Especificamente Europa presenta una prevalencia estimada de MAFLD del 23,71 %.
Mundialmente, la prevalencia presenta diferencias geograficas, siendo similar en Norte
América (24,13 %), mayor en Asia, Sud América y Oriente Medio (27,37 %, 30,45 % y 31,79 %,

respectivamente) y menor en Africa (13,48 %) (61).

Especificamente en la Unién Europea, la prevalencia estimada de MAFLD es del 20-30%, con
aproximadamente un 3% de pacientes en estadio NASH (61). Sin embargo, la prevalencia de
MAFLD puede llegar a variar entre el 5% y el 44% en distintas zonas europeas: 34% en Paises
Bajos, 27% en Alemania, 26% en Gran Bretafia, 26% en Espafia (57), 23% en Hungria y 20% en

Rumania, entre 4% y 50% en ltalia, y entre 15% y 41% en Finlandia (61).

Concretamente en Espafia, Caballeria y colaboradores describieron en la provincia de
Barcelona una prevalencia de MAFLD del 26%, siendo mayor en los hombres (33%) comparado
con las mujeres (20%). Ademas del sexo masculino, otros factores asociados con MALFD eran
la edad, la presencia de sindrome metabdlico y resistencia a la insulina y el incremento sérico

de alanina aminotransferasa (57).
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Las diferencias geograficas en el consumo de alcohol y la prevalencia de hepatitis virales
inciden en la distribucién de la prevalencia MAFLD. El proyecto HEPAHEALTH, el cual ha
estudiado la epidemiologia de la enfermedad hepatica en 35 paises europeos, ha encontrado
diferencias geograficas de causalidad: el incremento de cirrosis y CHC esta vinculado a un
consumo de alcohol excesivo en paises del Norte de Europa en cambio la hepatitis virica es la

causa principal en paises del Este y Sud de Europa (72).

Por otro lado, también son determinantes en el desarrollo de MAFLD factores de riesgo como
la obesidad y diabetes tipo 2. En concreto, la incidencia en Europa se espera que aumente de
forma proporcional a la epidemia de obesidad y diabetes tipo 2. Estes y colaboradores han
desarrollado un modelo matematico con la finalidad de predecir la carga de la MAFLD en el
periodo de 2016-2030 en China, Francia, Alemania, Italia, Japdn, Espafa, UK y Estados Unidos.
Segun este estudio, el aumento de obesidad y diabetes tipo 2 incrementara ligeramente la
prevalencia de MAFLD hasta maximo un 30%, ocurriendo el mayor aumento en China.
Globalmente, la prevalencia de NASH se estima que incremente entre el 15-56% vy la
mortalidad y progresion de la enfermedad hepatica se estima que se doble con la edad. Segun
estos datos, en Europa el 2016 la mayor prevalencia de MAFLD se estimaba en Alemania, pero
el afio 2030 se estima que corresponda a Italia (29.5%). Referente al NASH, el 2016 la mayor
proporcién de casos se estimaban en Italia (22%), en cambio el afio 2030 la mayor prevalencia
de NASH se estima que corresponda a Espafia (29.5%). Finalmente, en todos los paises
estudiados los casos de fibrosis avanzada se prevé que incrementen mas que los casos leves

(73).

La tendencia de incremento de la prevalencia de MAFLD en paralelo al aumento de la
prevalencia mundial de obesidad y diabetes, conlleva no solo una carga clinica asociada de
morbilidad y mortalidad sino también econdmica. Segun un estudio realizado Younossi y

colaboradores en 2016, se estimaba anualmente en USA mas de 12 millones de nuevos casos
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de NAFL y 600.000 nuevos casos de NASH, con tendencias similares en Europa. En Estados
Unidos se estimaba que habia mas de 64 millones de individuos con NALFD y solo en cuatro
paises europeos (Francia, UK, Alemania e Italia) alrededor de 52 millones de individuos con
NAFLD, lo cual conllevaba una carga econdmica asociada alrededor de 103 billones de ddlares
en Estados Unidos y 35 billones de ddlares en el conjunto de los cuatro paises europeos. Por
ultimo, se anticipaba que el afio 2025, por el incremento de los costes sanitarios y el aumento
de la prevalencia de obesidad, el gasto econdmico asociado a MAFLD se incrementaria 10
veces (74). Dichos datos anteriormente mencionados muestran la necesidad urgente de

implementar medidas para reducir las principales causas de MAFLD y obesidad.

3.3. Patogénesis

El desarrollo y progresion de MAFLD se produce por exposicién de los hepatocitos a multiples
impactos, tanto factores ambientales como genéticos, que dan lugar a estrés oxidativo,
inflamacién, apoptosis y fibrogénesis. Segun la teoria de los multiples impactos, inicialmente la
resistencia a la insulina conduce al desarrollo de esteatosis y posteriormente son otros
impactos como la inflamacidn, estrés oxidativo y apoptosis que contribuyen al progreso de

MAFLD (Figura 14) (75).
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Figura 14. Teoria de los multiples impactos en la progresion clinica de la MAFLD.
Figura adaptada de Bessone et al., 2019 (75).

Los acidos grasos acumulados en el higado proceden de tres vias principales: los acidos grasos
no esterificados (NEFA) procedentes de la lipdlisis del tejido adiposo (~60%), la lipogénesis de
novo (LDN) a partir de los carbohidratos de la dieta (~25%) y los quilomicrones de la dieta
(~15%) (76). En condiciones normales, los 4cidos grasos hepaticos son oxidados para obtener
energia o bien esterificados a TG y exportados a la circulacién en forma de VLDL. Cuando se
produce un exceso de energia, los TG se almacenan a nivel hepatico en forma de gotas
lipidicas, dando lugar a lipotoxicidad, sobreproduccion de ROS, disfuncién mitocondrial y
estrés del reticulo endoplasmico, ademas de actuar endotoxinas intestinales y adipocinas del
tejido adiposo, todo ello contribuyendo a un incremento de la inflamacidon hepatica y a la
activacion de las células hepaticas estrelladas y células Kupffer que inician el proceso

fibrogénico (Figura 15) (52).
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Figura 15. Lipotoxicidad, inflamacidn y estrés oxidativo en la patogénesis de la MAFLD.

Figura basada en Moore et al.,, 2019 (52), realizada con imagenes obtenidas de Freepik
(Flaticon). KC, células Kupffer (kupffer cell); HSC, células hepaticas estrelladas (hepatic stellate
cell); LDN, lipogénesis de novo; NEFA, acidos grasos no esterificados; ROS, especies reactivas
de oxigeno; TG, triglicéridos; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad.

Especificamente en los pacientes con MAFLD, los mecanismos moleculares asociados a la
alteracion del metabolismo lipidico hepatico mencionados anteriormente (incremento en la
captacién de lipidos, aumento de la lipogenesis de novo, presencia de disfuncién mitocondrial
e incremento de estrés oxidativo) conllevan, por consiguiente, una menor beta oxidacion
mitocondrial y una mayor oxidacion via citocromo y peroxisoma, y finalmente un incremento
en la exportacion de lipidos (Figura 16). El resultado final de dichas alteraciones es un circulo
de retroalimentacién positiva entre dislipemia crénica y acumulacién hepatica de lipidos,

dando lugar a dafio hepatico (77).

58



Introduccion

Acido graso

ViDL T'l’
Extroceiular 1‘ CD36 Caveolinas
A Fmpz . :
mps 3 :
introcelular
CD3e Translocaclon 1. -1\ | FaBPL "R
citoplasmatico I b
ala membrana Acido graso ——— Estrés
MTrP‘T \1‘ npuBlﬂﬂ’Tﬂlf = del reticulo
endoplasmatico
Resistencia
a la insulina 5 3 Dlgllcerldo
T aclltransferasa
Proteina 1'“ Diacilglicérido 4 Triglicéride /* -\r
guinasa Ce

Cadena respiratoria K <,)

n
Esterificacion |

comprometida S—
Acido oleico J,« B-oxidacion
4 PPARG Antioxidante :
1" SREBP1c Elongacidn & | | sCD1 4’ peroxisomal
desaturacion . ELOVLE Cambios \ ; ——
'1‘ ChREBP Palmltato ultraestructurales B—ox-il:l-aci:in CYP2E1
Mal TI?ACS:& mitocondrial W-oxidacidn
E on ) 4 citocromo
ACC
Acetil-CoA
Dafio hepdtico ROS

Figura 16. Mecanismos moleculares que participan en el metabolismo lipidico hepatico
asociado a la MAFLD.

Figura adaptada de Ipsen et al., 2018 (77). Las flechas verdes indican una expresion
aumentada, las flechas rojas una expresién disminuida y las de color morado una expresién
diferencial entre esteatosis y NASH. ACC, acetil CoA carboxilasa; ApoB100, apolipoproteina
B100; CD36, cluster de diferenciacion 36; ChREBP, proteina de unidn al elemento de respuesta
a carbohidratos; ELOVL, elongasa de 4cidos grasos de cadena muy larga; FAPB, proteinas de
unién a 4cidos grasos; FASN, sintasa de acidos grasos; FATP, proteinas transportadora de
acidos grasos; MTTP, proteinas de transferencia de triglicéridos microsomal; PPAR, receptores
activados por proliferadores de peroxisomas; ROS, especies reactivas de oxigeno; SCD1,
estearoil-CoA desaturasa 1; SREBP1c, proteinas de unién a elementos reguladores de esterol;
VLDL, lipoproteina de muy baja densidad.

3.4. Diagnoéstico

Recientemente se ha introducido la terminologia MAFLD que sustituye al término antiguo de
NAFLD. MAFLD no requiere la exclusion de otras enfermedades hepaticas para el diagndstico,
como por ejemplo la relacionada con el consumo de alcohol, asi describiendo mejor la

patogénesis de la enfermedad (78).

El diagndstico de MAFLD se basa en la deteccidn de esteatosis hepdtica mediante técnicas de

imagen, biomarcadores séricos/indices o histologia hepatica junto con la presencia de
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obesidad o sobrepeso, diabetes tipo 2 o evidencia de alteracién metabdlica, determinada por
la presencia de al menos dos de los siguientes factores: aumento de la circunferencia de la
cintura (= 102 en hombres, > 88 en mujeres, origen caucasico), presion arterial elevada
(sistolica = 130 mm Hg, diastdlica = 85 mm Hg, o hipertension en tratamiento), TG elevados (>
150 mg/dL o dislipemia en tratamiento), cHDL reducido (< 40 mg/dL en hombres, < 50 mg/dL
en mujeres, o bien dislipemia en tratamiento), prediabetes (glucosa en ayunas 100-125 mg/dL
o glucosa a las 2 horas post-sobrecarga 140-199 mg/dL o hemoglobina glicada 5,7-6,4%), indice
de resistencia a la insulina HOMA (Homeostasis Model Assesment) 2 2,5 y proteina C reactiva >

2 mg/L (78).

Segun la guia clinica europea, la técnica diagndstica de primera linea para la esteatosis es la
ultrasonografia. Cuando las técnicas de imagen no estan disponibles o son dificiles de
implementar en la poblacién de estudio, se acepta la utilizacién de biomarcadores séricos o
indices (Fatty Liver Index (FLI), SteatoTest®, NAFLD Liver Fat Score). No obstante, solo la
espectroscopia por resonancia magnética de protones (*H-MRS) permite una estimacion
cuantitativa de la esteatosis. Para la evaluacion de la fibrosis, se recomiendan métodos no
invasivos como biomarcadores (por ejemplo, transaminasas hepaticas) o indices (NAFLD
Fibrosis Score (NAS), Fibrosis-4 (FIB-4), Enhanced Liver Fibrosis (ELF), FibroTest®) y la
elastografia transitoria (Fibroscan®), sobre todo en pacientes con bajo riesgo de fibrosis
avanzada o cirrosis. En pacientes de alto riesgo se recomienda la confirmacién mediante
biopsia hepatica. La biopsia hepatica es el gold estandar para el diagndstico de NASH, aunque
se pueden utilizar indices como NAFLD Activity Score (NAS) y Steatosis Activity Fibrosis para la
estandarizacion de los resultados de pacientes incluidos en ensayos clinicos. Por lo tanto, la
biopsia hepdtica se recomienda en pacientes con MAFLD y clinicamente un riesgo elevado de
NASH y/o fibrosis avanzada, o bien cuando el diagndstico diferencial de esteatosis hepatica y la
presencia de otras enfermedades hepdtica créonicas no se puede excluir sin métodos
histolégicos (79,80).
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La mayoria de estudios que evalian la prevalencia de MAFLD y su distribucién geografica
utilizan pruebas de imagen como la ultrasonografia y la resonancia magnética nuclear. Sin
embargo, cuando se utilizan como criterios diagndsticos la elevacion de las enzimas hepaticas
se observa una infraestimacion de la prevalencia de la enfermedad hepatica (61). Por este
motivo, uno de los retos actuales es obtener biomarcadores diagndsticos y prondsticos no
invasivos de MAFLD, que sean capaces de estratificar los pacientes y diagnosticar aquellos con
mayor riesgo de progresion, a la vez que desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que sean

eficaces en los distintos estadios de MAFLD (81).

3.5. Estrategias terapéuticas

El tratamiento actual de la MALFD estd basado en cambios en la dieta y el estilo de vida del
paciente. En pacientes con esteatosis en ausencia de NASH o fibrosis solo se recomienda
implementar medidas dietéticas y aumentar la actividad fisica: restriccion caldrica, eliminacion
de comida procesada y productos con un elevado contenido de fructosa, incorporacion de la
dieta mediterranea, y aumento del ejercicio aerobio y de resistencia. El objetivo del cambio en
el estilo de vida del paciente MAFLD es una pérdida de peso del 7-10%, ya que se ha
demostrado que mejora la histologia y las enzimas hepaticas (79). Se estima que es necesaria
una pérdida de peso > 3%, > 5% y > 10% para mejorar la esteatosis hepatica, la inflamacién y la

fibrosis, respectivamente (82).

La farmacoterapia se reserva en pacientes con NASH, sobre todo aquellos con fibrosis, y
también aquellos pacientes con un alto riesgo de progresion. Tanto la guia europea como la
americana recomiendan el uso de pioglitazona y vitamina E para el tratamiento de NASH, con
la particularidad que la guia americana recomienda especificamente la vitamina E solo en
pacientes con NASH exentos de diabetes en cambio el tratamiento con pioglitazona en NASH

acompafiada o no de diabetes. Por ultimo, la cirugia baridtrica es una opcién terapéutica en
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aquellos pacientes con MAFLD y obesidad, y el trasplante hepatico se reserva solo en aquellos

pacientes en estadios terminales con insuficiencia hepatica y/o CHC (79,83).

Sin embargo, dado el tratamiento farmacoldgico limitado y la falta de tratamiento especifico
de MAFLD, actualmente se estan evaluando diversos farmacos como acido obeticdlico,
selonsertib, elafibranor, cenicriviroc, resmetirom, MSDC-0602 K, y dapaglifozina, todos ellos en
fase Ill de ensayos clinicos para NASH (84,85). Algunas de estas estrategias terapéuticas en
investigacion convergen en la blsqueda de un efecto antiinflamatorio, antioxidante y/o
actividad sobre el metabolismo lipidico y de la glucosa, caracteristicas comunes en la

patogénesis de la MAFLD (85).

4. Modelos experimentales de obesidad

Entre las diferentes estrategias preclinicas de investigacién destacan modelos in vitro
mediante cultivos celulares o biopsias tisulares, ex vivo a partir de tejidos humanos e in vivo
utilizando modelos animales, siendo estos ultimos los mas utilizados en la traslacién de la
investigacion basica a la practica clinica, con la finalidad de evaluar, validar y optimizar nuevas

estrategias terapéuticas de forma segura en humanos.

Los animales mas utilizados para el estudio de la obesidad son los roedores ya que presentan
un equilibrio entre rendimiento cientifico y mimetismo de la fisiologia humana, comparado
con el uso de primates, animales grandes y animales no mamiferos. La utilizacién de ratonesy
ratas es coste-efectivo al ser animales pequefios, con elevada fecundidad y ciclo de vida corto

y ademas permiten la manipulacidn genética (86).

Existen diferentes modelos experimentales de obesidad en roedores que se categorizan en
modelos nutricionales o genéticos. Idealmente, los modelos de obesidad deben desarrollar las
complicaciones metabdlicas caracteristicas (dislipemia, resistencia a la insulina, MAFLD)

acompafiadas de un estado inflamatorio crénico de bajo grado.
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Los modelos de obesidad inducida por la dieta mimetizan la etiologia de la obesidad, causada
por una hiperfagia acompafiada de un estilo de vida sedentario (modelos poligénicos). Entre
ellos se encuentran las dietas ricas en grasas, dietas ricas en fructosa, o dietas tipo “Western”
o cafeteria, que permiten el rapido desarrollo de obesidad junto las alteraciones metabdlicas
concomitantes. Aunque las dietas ricas en grasas son una de las mas utilizadas en roedores, el
contenido en grasa que se utiliza es mucho mayor que el que se consume normalmente en
humanos. Una dieta normal en roedores contiene un 10% del contenido caldrico en forma de
grasa y se utiliza como dieta rica en grasa del 45% de la energia en forma de grasa y muy rica
en grasa del 60%. Si lo comparamos con humanos que consumen el 30-40% de energia en
forma de grasa, una dieta rica en grasa es del 50-60%. Dicho esto, una dieta rica en grasa del
45% en roedores se asemeja mas al escenario que tiene lugar en humanos comparado con una
dieta del 60% (87). Tan importante es el porcentaje de aporte calérico en forma de grasas
como también la composicion de acidos grasos y de azlcares, asi como la forma de
administracién de la dieta. No obstante, las dietas ricas en grasas carecen de la complejidad y
variedad de las dietas en humanos, por lo que una alternativa es la dieta de cafeteria, basada
en alimentos altamente caldricos y apetecibles, la cual ademas mimetiza la hiperfagia

heddnica que tiene lugar en la obesidad en humanos (86).

Los modelos genéticos de obesidad en roedores se basan mayoritariamente en la afectacién
de la via de la leptina. Los ratones ob/ob (C57BL/6J) presentan mutacion en el gen de la
leptina, la cual conlleva hiperfagia y reduccién del gasto energético, dando lugar a obesidad y
alteraciones metabdlicas asociadas como hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. A
diferencia del modelo ob/ob, los ratones db/db (C57BLKS/J) presentan mutacion en el receptor
de la leptina. Estos desarrollan obesidad de inicio temprano mediante hiperfagia y reduccién
del gasto energético (88). De forma similar, las ratas Zucker presentan mutacion missense en el
receptor de la leptina (89) de herencia autosémica recesiva. Las ratas Zucker homocigotas para
el alelo fa (fa/fa) desarrollan obesidad entre la tercera y quinta semana de vida junto con
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alteraciones metabdlicas tipicas del sindrome metabdlico: resistencia a la insulina,
hiperglucemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, MAFLD, etc. A la semana 14 las ratas
Zucker obesas presentan hasta el 40% del peso corporal en forma de grasa (90-92). Las ratas
Koletsky o SHROB (spontaneously hypertensive obese) son un modelo de sindrome metabdlico
con hipertensién y sin hiperglucemia debido a una mutacién en el receptor de la leptina (93).
Las ratas Zucker Diabéticas, a diferencia de las ratas Zucker obesas (fa/fa), presentan diabetes
tipo 2 acompafiada de obesidad, hiperglucemia de inicio temprano y dislipemia (94). Por
ultimo, las ratas OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) son un modelo de hiperglucemia
de inicio tardio y obesidad leve que da lugar a diabetes tipo 2 de forma similar a la
fisiopatologia de la enfermedad en humanos (95). Las caracteristicas metabdlicas de los
modelos monogénicos de obesidad en roedores se resumen en la Tabla 6, pudiendo ser

alimentados con dieta estandar y/o rica en grasa (86).

Resistencia a Diabetes

Obesidad  Hiperglucemia la insulina tipo 2 Dislipemia

Ratones ob/ob

++ = ++ = +
(C57BL/6))
Ratones db/db

++ + ++ + ++
(C57BLKS/))
Ratas Zucker ot N o B .
Obesas (fa/fa)
Ratas Zucker

. sae ++ ++ ++ + ++

Diabéticas
Ratas Koletsky ++ - + = +
Ratas OLETF + + + + +

Tabla 6. Modelos monogénicos de obesidad en roedores.
Tabla adaptada de Kleinert et al., 2018 (86). No se observa (—), ligero (+), severo (++). OLETF,
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty.

En la presente tesis doctoral hemos optado por utilizar el modelo genético de ratas Zucker
(Figura 17), ya que se asemeja a la fisiopatologia tipica del sindrome metabdlico en humanos
(96).
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Infertilidad

Figura 17. Caracteristicas metabdlicas principales de las ratas Zucker obesas (fa/fa).
Imagen realizada con imagenes obtenidas de Freepik (Flaticon).

5. Nanoparticulas de éxido de cerio

La nanomedicina es un campo interdisciplinar que incluye la nanociencia, nanoingenieria y
nanotecnologia e implica el desarrollo y aplicacion de materiales y tecnologias dentro de la
escala nanométrica (entre 1 y 100 nm) dentro del dmbito diagndstico y terapéutico.
Actualmente la utilizacién de nanoparticulas (NPs) con fines terapéuticos constituye uno de los
pilares mds importantes de la nanomedicina, junto con su utilizacién para la mejora de
diagnodsticos y en ingenieria de tejidos, en otros (97). Las NPs son particulas de tamafio
nanoscopico, organicas o inorganicas, con forma y carga modificables que pueden ser capaces
de transportar farmacos o moléculas diagndsticas. El uso de NPs mejora la farmacocinética y
biodistribucién y permite el transporte dirigido de farmacos a tejidos especificos, células o

compartimentos subcelulares (98).
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En la obesidad y alteraciones metabdlicas asociadas se han utilizado estrategias terapéuticas
basadas en la actividad antioxidante para interrumpir el circuito de retroalimentacién entre
estrés oxidativo e inflamacidn crénica de bajo grado (19-21) (Figura 18). En este sentido surge
la potencial aplicacion de las nanoparticulas de éxido de cerio (CeO,NPs) (Figura 19), también
nombradas como nanoceria, dentro del grupo de los denominados nanomateriales

antioxidantes (99) o nanozimas (100).

Produccidn de mediadores inflamatorios

Deterioro del sistema inmunoldgico Radiacian ionizante
Infecciones Productos guimicos oxidantes

Desequilibrios hormonales . Quimioterapéuticos

) . . . Inflam cirés 0 5
Resistencia a la insulina Patogenos

Dieta deficiente, Deficiencias C_DHEI"I‘III‘I?HIEE del aire
nutricionales Dieta deficiente, alcohol,

Obesidad fumar

Activacion de la cascada inflamatoria

Figura 18. Esquema sobre la interrelacion entre estrés oxidativo e inflamacion que tiene
lugar en la obesidad y otras enfermedades frecuentes.
Figura adaptada de Casals et al., 2020 (101).

Figura 19. Imagen por microscopia electronica de transmision (TEM) de las CeO,NPs
utilizadas en este trabajo.

En el siglo XX el oxido de cerio (CeO,) se habia utilizado ampliamente en la industria

petroquimica y automovilistica como catalizador (102—-104). No fue hasta principios del siglo
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XXI cuando se evalué su utilizad en el ambito biomédico como agente terapéutico. Rzigalinski y
colaboradores en 2003 observaron como CeO,NPs de menos de 20 nm alargaban la viabilidad
de cultivos celulares cerebrales hasta 6-8 meses (105). La actividad antiinflamatoria de las
CeO;,NPs se describid en la primera década del siglo XXI (106,107). Desde entonces numerosos
estudios evidencian las actividades antioxidantes e antiinflamatorias de las CeO,NPs que
confieren proteccion a los tejidos frente la sobreproduccién de ROS y mediadores

inflamatorios (101).

5.1. Propiedades y mecanismo de accion

Las CeO,NPs presentan actividad antioxidante ya que participan en distintas reacciones
cruzadas entre ROS e inflamacion. Debido a la existencia del cerio tanto en estado reducido
(Ce*®) como oxidado (Ce™) y la presencia de vacantes de oxigeno en su estructura cristalina, las
CeO,NPs imitan la actividad de enzimas antioxidantes endégenas como la catalasa (108),
superoéxido dismutasa (SOD) (109) y peroxidasa (110). Ademas, los nanomateriales basados
CeO, presentan una actividad antioxidante autoregenerativa al cambiar de estado de valencia
entre Ce*'y Ce", lo cual estd asociado con la liberacién de oxigeno. Las vacantes de oxigeno de
las CeO,NPs originan centros activos capaces de eliminar los radicales libres (101,111). En la
Figura 20 se resume el mecanismo multienzimdtico del CeO, en la eliminacién de ROS

(108,109,112):

0, + Ce*" + 2H" > H,0, + Ce*"

0, +Ce* > 0, +Ce*

H,0, + 2Ce*" + 2H" © 2H,0 + 2Ce™

H,0, + 2Ce™ > 0, +2Ce* + 2H*

Figura 20. Mecanismo de accion antioxidante de las CeO,NPs (112).
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Los nanomateriales de CeO, se acumulan de forma pasiva mayoritariamente en higado y bazo
tras su administracion intravenosa (101). En concreto, segun resultados previos de nuestro
grupo, a los 90 minutos tras la administracion de CeO,NPs (0,1 mg/kg) se localizé el 84% del
cerio en el higado (113). Debido a la biodistribucién mayoritaria de las CeO,NPs a higado, en la
presente tesis doctoral hemos utilizado un modelo in vitro inicial con células hepaticas HepG2

para valorar la eficacia antioxidante y los efectos sobre el metabolismo lipidico.

En cuanto a la localizacién celular al administrar CeO,NPs (~5 nm), existen divergencias entre
estudios: se ha detectado tanto en hepatocitos (106), como en células Kupffer junto con la
subsecuente retencién en células parenquimales (hepatocitos y células hepaticas estrelladas)

(114).

Una vez administrados los nanomateriales de CeO,, estos permanecen al menos un mes en el
higado (111). Especificamente, Oré y colaboradores observaron cémo mas del 75% del cerio
permanece en el higado de las ratas fibréticas tras 8 semanas después de la ultima
administracién (113). En cuanto a la via de administracién de las CeO,NPs, la administracion
intravenosa es la éptima para una mayor acumulacién tisular (111), mientras que la mayoria
de estudios muestran una muy baja absorcién por via oral (111,115). La via de eliminacidn

mayoritaria de los nanomateriales de CeO, son las heces (111,115).

Tanto el efecto terapéutico como la toxicidad de las CeO,NPs dependen de la dosis y
caracteristicas de las nanoparticulas (morfologia, tamafo, concentracién, estabilidad, etc). Los
nanomateriales de CeO, en condiciones fisioldgicas presentan toxicidad dosis-dependiente
tanto in vitro en células hepaticas como in vivo (101). Las CeO,NPs de tamafio ~4 nm, como las
qgue utilizamos en esta tesis doctoral, no presentan toxicidad in vitro en células hepdaticas
HepG2 en un ambiente oxidante (perdxido de hidrégeno, H,0,) hasta dosis de 100 pg/mL
(113). Hirst y colaboradores mostraron la ausencia de toxicidad hepdtica en ratones tratados

con CeO,NPs (0,5 mg/kg; 3-5 nm) semanalmente durante dos o cinco semanas por distintas
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vias de administracién (oral, intravenosa e intraperitoneal) (111). En la literatura, en la mayoria
de estudios sobre la eficacia terapéutica in vitro e in vivo, las CeO,NPs presentan un tamafio de
4 — 30 nm vy utilizan dosis menores (0,1 — 0,5 mg/kg) comparado con los estudios de toxicidad
(del orden de decenas y centenas de mg/kg), siendo las vias intravenosa e intraperitoneal las

mas utilizadas en modelos de enfermedad hepatica en roedores (101).

Por ultimo, es de especial relevancia la interaccion de las nanoparticulas con el medio
fisiolégico, con pH, fuerza idnica y composicion molecular muy distinta al medio de sintesis, lo
cual puede conducir a diferentes fendmenos de aglomeracidn, formacién de corona proteica 'y
disolucién, que pueden ocurrir de forma simultdnea, y determinan la actividad y potencial
toxicidad. Estos pueden evitarse mediante modificaciones en la preparacion de las
nanoparticulas, por ejemplo disefiar los nanomateriales con estructura de core-shell (nucleo de
nanoparticulas recubierto de diferentes materiales), o bien prealbuminizar las nanoparticulas

para evitar la aglomeracién y aumentar su estabilidad (101).

5.2. Comparacion frente otras estrategias terapéuticas

Existen multiples antioxidantes naturales que muestran efectos protectores contra las
alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad como flavonoides, arginina, vitamina C,
vitamina E, carotenoides, resveratrol y selenio (116). Ademas, el consumo de dietas ricas en
acidos grasos monoinsaturados, acidos grasos poliinsaturados n-3, vitamina C y vitamina E
reducen el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas (117). Sin embargo, el consumo de
dietas ricas en antioxidantes o la administracién de antioxidantes en forma de suplementos
presentan resultados controvertidos a nivel clinico en la prevencion y tratamiento de
enfermedades cardiometabdlicas, nombrandose la “paradoja antioxidante” (118-120). Entre
las limitaciones de los antioxidantes clasicos se encuentran una vida media corta, actividad
antioxidante limitada y biodisponibilidad reducida en el sitio de accién ya que son inactivados

después de la reaccion redox (101).
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A diferencia de otros antioxidantes cldsicos, las CeO,NPs presentan una actividad antioxidante
autoregenerativa, permanecen un mayor tiempo en los tejidos, actian solo en situaciones de
sobreproduccion de ROS (también denominados ROS buffers) y se pueden funcionalizar con
péptidos o moléculas para controlar su biodistribucién y realizar una administracién dirigida.
Dichas propiedades proporcionan un efecto antioxidante prolongado a dosis bajas. Ademas, a
dosis terapéuticas las CeO,NPs no presentaron toxicidad a largo plazo, ya que son degradadas

aiones Ce** inocuos y eliminadas del organismo (101).

En la actualidad hay diferentes métodos de preparar CeO,NPs de diferentes morfologias y
estados de superficie, ya sea en medio acuoso o utilizando solventes orgdnicos. Pese a que la
sintesis en solvente orgdnico permite un mayor control de la morfologia, para esta tesis hemos
optado por un método de sintesis en solucidén acuosa ya que las sintesis en solventes organicos
requieren de métodos de purificacidn y transferencia de fase al medio acuoso para poder ser
aplicadas en biologia, lo que aumenta el riesgo de toxicidad. Como en el caso de otros éxidos
metdlicos, para la preparacion de las CeO,NPs se ha seguido un método de precipitacion de
una sal de Ce (solucion de Ce(NO;3); 20 mM) en medio basico (solucion de oéxido de
tetrametilamonio (TMAOH) (60 mM), mezclando ambas soluciones (121). En este método, el

TMAOH actia como agente precipitador del Ce y estabilizante de las CeO,NPs resultantes.

5.3. Efectos clinicos en las patologias de estudio

Se ha evaluado el potencial terapéutico de las CeO,NPs en distintas aéreas médicas como la
oftalmologia (122,123), neurologia (124-127), cardiologia (107), diabetes (128,129), sepsis

(130,131) y oncologia (132,133).

Los nanomateriales de CeO, se han estudiado extensamente en la enfermedad hepatica, ya
gue se acumulan de forma pasiva mayoritariamente en el higado y el estrés oxidativo

interviene en la patogénesis de dicha enfermedad (101,134). Las CeO,NPs muestran un efecto
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protector en modelos de hepatotoxicidad (135,136), de isquemia-reperfusion (137), NASH
(138), fibrosis (113), cirrosis (139) y CHC (140,141). El estudio de las CeO,NPs por parte de
nuestro grupo de investigacion en los distintos estadios de MAFLD llevé al hallazgo del efecto
beneficioso sobre la esteatosis hepdtica, ademds de los efectos antiinflamatorios vy
antioxidantes ya conocidos. Primero en un modelo de fibrosis hepatica en ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCl;) mostraron como las CeO,NPs presentaban un efecto
antiinflamatorio a la vez que reducian la esteatosis e hipertensién portal (113). Seguidamente
se evalué el efecto de las CeO,NPs en un estadio previo de enfermedad hepatica, mediante un
modelo de NASH utilizando ratas con dieta deficiente en metionina y colina (MCD). Se observd
como las CeO,NPs a nivel hepatico reducian el tamafo y contenido de las gotas lipidicas,
disminuian TG y CE y revertian la sobreexpresion de genes relacionados con estrés oxidativo e
higado graso (138). Ante estos resultados se postuld la potencial utilidad de las CeO,NPs en el

tratamiento de las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad.

5.4. Estudios in vitro e in vivo en obesidad

Aunque las propiedades terapéuticas del las CeO,NPs en la obesidad y alteraciones
metabdlicas asociadas son mayoritariamente desconocidas, existen estudios recientes en
modelos in vitro e in vivo que sugieren su potencial terapéutico. A nivel in vitro, los
nanomateriales de CeO, han mostrado ser capaces de inhibir la maduracién de células madre
mesenquimales a adipocitos (142), y en cultivos celulares de preadipocitos 3T3-L1 reducir la
transcripcién de mRNA de genes relacionados con la adipogénesis y la acumulacién de TG
(143). En preadipocitos 3T3-L1 en condiciones proinflamatorias, mediante exposicion a
lipopolisararido, las CeO,NPs han mostrado un efecto reductor sobre la produccién de ROS, a
la vez que incrementan el contenido de mitocondrias y la expresion de Adipoq y 1110,

regulando la sensibilidad a la insulina y el estrés oxidativo (144).
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Referente a las propiedades in vivo de la nanoceria, Rocca y colaboradores mostraron como las
CeO,NPs administradas intraperionealmente (0,5 mg/kg) en ratas Wistar controles disminuyen
el peso y las concentraciones plasmaticas de insulina, leptina, glucosa y TG, y ademds mejoran
la desregulacion génica que tiene lugar en el tejido adiposo (143). Kobyliak y colaboradores
utilizaron un modelo de obesidad inducida por la administracién neonatal subcutdnea de
glutamato monosddico (MSG). El tratamiento oral con CeO,NPs (1-5 nm; 1 mg/kg) durante 3
meses (2 semanas por mes) muestra la reduccion de citoquinas proinflamatorias IL-1B y IL-12B
p40 y el restablecimiento de citoquinas antiinflamatorias I1L-4, IL-10 y TGF-B. Ademas, los
ratones presentaron una disminucion del peso corporal, del tejido adiposo visceral y los TG
hepaticos (145). Por ultimo, en un estudio mas reciente, Bubnov y colaboradores evaluan el
efecto prebidtico de los nanomateriales de CeO,. Para ello alimentan durante 3 semanas
ratones con dieta rica en grasa para la induccion de obesidad y posteriormente son tratados
durante una semana con probidticos via oral y/o CeO,NPs (2-5 nm) via oral e intravenosa
(dosis 0,1, 0,01 y 0,001 M). La combinacidon de probidticos junto con CeO,NPs reduce la

concentracion de colesterol sérico y mejora la microbiota intestinal en ratones obesos (146).

5.5. Nanoparticulas de 6xido de cerio recubiertas de silice mesoporosa

Las CeO,NPs tienden a aglomerarse en el medio fisioldgico, ya que tiene unas caracteristicas
en términos de pH, fuerza idnica, composicion molecular, etc., muy distintas del medio de
sintesis de las NPs. Esta aglomeracion de las NPs da lugar a la pérdida de sus propiedades e
induce respuestas inmunes proinflamatorias no deseadas (101). Por este motivo, entre las

|ll

estrategias de sintesis para mejorar su estabilidad se encuentra el disefio “core-shell” (nucleo-
capa), consistente de un nucleo de nanoparticulas de CeO, recubierto de diferentes
materiales, como por ejemplo la silice (SiO,) y la silice mesoporosa (mSiO,), con tamafio de

|”

poro que puede variar entre 2 y 50 nm y tamafio final de la nanostructura “core-shel
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generalmente entre 30 y 300 nm. En la presente tesis doctoral hemos utilizado nanoparticulas

de dxido de cerio recubiertas de silice mesoporosa (CeO,@mSiO,) (Figura 21).

Figura 21. Imagen por microscopia electrénica de transmision (TEM) de las CeO,@mSiO,
utilizadas en este trabajo.

Las propiedades biolégicas de la SiO, dependeran de la carga, composiciéon quimica, agregacion
y superficie. Las nanoparticulas de mSiO, mas utilizadas hasta el momento presentan
morfologia esférica, aunque también existen otras formas como los nanorods (147). En
general, las nanoparticulas recubiertas de mSiO, presentan una gran superficie, baja densidad,
facil funcionalizacién y gran capacidad para cargar farmacos. Por ello, en los Ultimos afios se ha
utilizado nanomateriales recubiertos de mSiO, para aplicaciones biomédicas diagndsticas y

terapéuticas (148).

La utilizacién de mSiO, tiene diversas ventajas respecto otros materiales que se han explorado

III

como “shell” para estabilizar ndcleos de NPs inorganicas, como por ejemplo la albimina o los
liposomas. La mSiO, presenta una elevada biocompatibilidad (149), permite incorporar un gran
volumen de farmacos debido a su porosidad y son faciles de funcionalizar por la elevada

densidad de grupos silanol en su superficie (150), y ademas, por su perfil de biodegradacion

(151), posibilita la liberacién sostenida de farmacos consiguiendo una pauta de administracion
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mas amplia. De forma interesante, las nanoparticulas de mSiO, pueden integrar distintos
compuestos inorgdnicos con diferentes funcionalidades dentro del mismo core, consiguiendo
la formacién de nanoparticulas inorganicas Unicas, dobles y triples de un tamano controlado
englobadas dentro del mismo recubrimiento de mSiO, (152). Finalmente, cabe destacar que es
un material biocompatible in vivo clasificada como segura (Generally Recognized as Safe,
GRAS) por la FDA. En el ambito biomédico, la mSiO, se utilizé por primera vez en el afio 2001

como vehiculo para la administracion de farmacos (153).

Para la preparacién de las CeO,@mSiO, se ha empleado un método basado en la formacidén de
mSiO, en presencia de CeO,NPs utilizando tetraetilo ortosilicato (TEOS) como fuente de silice y
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) como agente director donde se condensa la silice

dejando la estructura mesoporosa (154).

En la literatura existen pocos estudios que hayan comparado el efecto de CeO,NPs con las
Ce0,@mSi0,. Konduru y colaboradores evaluaron el efecto del recubrimiento de silice en las
CeO,NPs (~30 nm) administrando ambas nanoparticulas por via intravenosa, intratraqueal y
sonda nasogastrica en ratas. De forma similar a las CeO,NPs libres (no recubiertas), las
Ce0,@mSiO, se distribuyeron mayoritariamente a higado y bazo tras la administracion
intravenosa. Ademas, la silice altera la formacidn de la corona proteica y aumenta la retencion

tisular de cerio de forma generalizada en los drganos a excepcion del higado (155).
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La obesidad es una enfermedad metabdlica crdnica caracterizada por un exceso o acumulacién
anormal de grasa corporal. Actualmente se considera una pandemia por su elevada
prevalencia, por lo que constituye un problema de salud publica y conlleva un elevado impacto
social, sanitario y econdmico asociado tanto a la propia obesidad como a sus comorbilidades.
La obesidad estd estrechamente relacionada con el desarrollo de sindrome metabdlico,

incluyendo dislipemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension e higado graso, entre otras (1).

El desarrollo de obesidad se produce por un desequilibrio del balance energético, debido a una
mayor ingesta caldrica comparado con el gasto energético. La predisposiciéon genética y la
regulacidn central y periférica del apetito condicionan la susceptibilidad a desarrollar obesidad,

la cual tiene lugar en un ambiente obesogénico condicionado por factores socioecondmicos

(5).

En la patogénesis de la obesidad juegan un papel importante el estrés oxidativo y la
inflamacién crénica de bajo grado (19-22). El exceso de grasa corporal conlleva una disfuncion
del tejido adiposo caracterizado por hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, secrecion de
adipocinas y citoquinas proinflamatorias, infiltracion de macréfagos y mayor predominio del
fenotipo proinflamatorio (M1) en los macréfagos. Asimismo, el tejido adiposo en la obesidad
interviene en el desarrollo de resistencia a insulina y el exceso de acidos grasos libres
procedentes de la lipdlisis del tejido adiposo da lugar a lipotoxicidad e hiperlipidemia y

acumulacién de grasa ectdpica en higado y musculo esquelético (1,23-27).

Actualmente entre las opciones terapéuticas disponibles se encuentra el cambio del estilo de
vida del paciente, la farmacoterapia orientada a la reduccion del peso corporal y la cirugia
bariatrica (2). Sin embargo, estas muestran una baja efectividad y/o efectos adversos
indeseables y la cirugia baridtrica no esta exenta de riesgos (37,38). Por este motivo son
necesarias nuevas estrategias terapéuticas centradas, no solo en la pérdida de peso, sino

también en la normalizacion de las alteraciones metabdlicas asociadas.
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En este sentido, diferentes estrategias terapéuticas se han basado en la actividad antioxidante
para interrumpir el circuito de retroalimentacion entre estrés oxidativo e inflamacién crénica
de bajo grado presente en la obesidad y sus alteraciones metabdlicas. Entre ellas, se han
evaluado multiples antioxidantes naturales (flavonoides, arginina, vitamina C, vitamina E,
carotenoides, resveratrol, selenio) que muestran efectos protectores contra las alteraciones
metabdlicas de la obesidad (116). Sin embargo, el consumo de dietas ricas en antioxidantes o
la administracion de antioxidantes en forma de suplementos constituyen la “paradoja
antioxidante”, ya que presentan resultados controvertidos a nivel clinico en la prevencion y
tratamiento de enfermedades cardiometabdlicas (118-120). Entre las limitaciones de los
antioxidantes clasicos se encuentran una vida media corta, actividad antioxidante limitada y

biodisponibilidad reducida en el sitio de accién (101).

Por su actividad antioxidante y las multiples ventajas frente los antioxidantes clasicos, los
nanomateriales de CeO, constituyen una potencial estrategia terapéutica frente las
alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad. Las CeO,NPs, a diferencia de los
antioxidantes clasicos, presentan una actividad antioxidante autoregenerativa, permiten una
biodistribucién dirigida, permanecen un mayor tiempo en los tejidos, y actdan solo en
situaciones de sobreproduccion de ROS, lo que proporciona un efecto antioxidante prolongado

a dosis bajas en ausencia de toxicidad (101).

Las CeO,NPs in vitro han demostrado inhibir la adipogénesis, reducir la produccion de ROS y
regular la sensibilidad a la insulina (142-144). A nivel in vivo se ha evaluado poco el efecto
sobre las alteraciones metabdlicas de la obesidad. En tres modelos animales de obesidad
diferentes se ha observado una diversidad de efectos terapéuticos de las CeO,NPs
(143,145,146): reduccion del peso corporal, disminucién de las citoquinas proinflamatorias y
las concentraciones plasmaticas de insulina, leptina, glucosa y TG, y mejoria de la

desregulacidon génica del tejido adiposo, del perfil lipidico hepdatico y de la microbiota
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intestinal, entre otros. A nivel hepatico, en estudios recientes de nuestro grupo de
investigacion, las CeO,NPs han demostrado un efecto antiesteatotico en ratas fibrdticas (113) y

con NASH (138), ademas de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes ya conocidos.

En este contexto, nos planteamos evaluar el efecto directo antiesteatdtico de los
nanomateriales de CeO, utilizando un modelo in vitro de esteatosis hepatocelular y estudiar
las propiedades hipolipemiantes in vivo en un modelo animal de obesidad con una
fisiopatologia similar a la del sindrome metabdlico en humanos, las ratas Zucker (96). Las ratas
Zucker presentan una mutacion en el receptor de la leptina, por lo que las ratas homocigotas
(fa/fa) presentan obesidad, dislipemia y MAFLD, en un contexto de inflamacion crénica de bajo

grado y estrés oxidativo. Dicho esto, la primera hipdtesis de la tesis doctoral es la siguiente:

Las CeO,NPs presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria a la vez que mejoran el

perfil lipidico en las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad.

Por otro lado, una de las limitaciones de la utilizacién de nanomateriales es la aglomeracién y
estabilidad en el medio fisiolégico que determina la potencial eficacia y toxicidad de dichas
nanoparticulas (101). En este sentido, y con la finalidad de poder funcionalizar las
nanoparticulas en un futuro, se ha disefiado un nucleo de CeO,NPs recubierto de mSiO,, la cual
es un material biocompatible y seguro. Dicho esto, se ha postulado la segunda hipétesis de la

tesis doctoral:

Las CeO,@mSiO, mantienen o maximizan las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias

y/o0 hipolipemiantes de las CeO,NPs libres.
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El primer objetivo de la presente tesis doctoral fue evaluar el efecto antiesteatético directo de
las CeO,NPs. Con esta finalidad, y dado que las CeO,NPs se distribuyen mayoritariamente a
higado tras la administracién intravenosa, se utilizé un modelo in vitro con células hepaticas

HepG2. Este objetivo se alcanzé mediante los siguientes estudios:

1. Comprobar la internalizacidn de las CeO,NPs en las células HepG2.

2. Estudiar el efecto de las CeO,NPs sobre la produccién de ROS y oxisteroles, asi como la
viabilidad celular en células expuestas a un estimulo oxidante como el H,0,.

3. Evaluar el efecto antiesteatodtico de las CeO,NPs en un modelo in vitro de esteatosis
hepatocelular, exponiendo las células HepG2 a 4cido oleico (OA) y palmitico (PA).

4. Investigar la actividad de las CeO,NPs sobre el metabolismo de los acidos grasos.

El segundo objetivo de la tesis doctoral fue evaluar el efecto sobre el estrés oxidativo y perfil
lipidico de las CeO,@mSiO, comparado con las CeO,NPs libres (no recubiertas de silice
mesoporosa). Con esta finalidad, se ha empleado inicialmente células hepaticas HepG2 para
comparar los efectos antioxidantes y protectores celulares entre ambas NPs in vitro. A
continuacion, se han utilizado ratas Zucker obesas, modelo animal de obesidad de similar
fisiopatologia al sindrome metabdlico en humanos, para evaluar los efectos in vivo sobre el

estrés oxidativo, inflamacion y perfil lipidico.

1. Estudiar la estabilidad de las CeO,@mSiO, comparado con las CeO,NPs libres.

2. Comprobar la internalizacién celular de las CeO,NPs y CeO,@mSiO,.

3. Determinar la actividad antioxidante y sobre la viabilidad celular de las CeO,@mSiO,
comparado con las CeO,NPs libres en células HepG2 expuestas a H,0,.

4. Evaluar la biodistribucién de las CeO,@mSiO, y CeO,NPs en las ratas Zucker obesas.

5. Estudiar el lipidoma sérico y hepatico, el perfil bioquimico de funcién hepatica, renal y
resistencia a la insulina, asi como las adipocinas en ratas Zucker obesas tratadas con

CeO,@mSiO, o CeO,NPs.
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6. Investigar el efecto de las CeO,@mSiO, y CeO,NPs sobre la expresidn génica en higado
de genes implicados en la MAFLD vy la resistencia a la insulina hepatica y, en tejido
adiposo, de genes relacionados con funciones orexigénicas, anorexigénicas y de gasto

energético.

Los objetivos generales anteriormente mencionados corresponden cada uno con los articulos

incluidos en la presente tesis doctoral.
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Métodos y resultados

ARTIiCULO 1

Parra-Robert M, Casals E, Massana N, Zeng M, Perramon M, Ferndndez-Varo G, Morales-Ruiz
M, Puntes V, Jiménez W, Casals G. Beyond the scavenging of reactive oxygen species (ROS):
direct effect of cerium oxide nanoparticles in reducing fatty acids content in an in vitro

model of hepatocellular steatosis. Biomolecules. 2019;9(9):425.

La MAFLD se considera la manifestacién hepatica del sindrome metabdlico, representando un
amplio espectro histopatoldgico de enfermedad hepdtica que va desde esteatosis simple hasta
NASH, fibrosis, cirrosis y CHC. En concreto, la esteatosis simple estd caracterizada por una

acumulacién hepatocelular de TG superior al 5% (48).

El desarrollo y progresion de MAFLD se produce por exposicién de los hepatocitos a multiples
impactos, tanto factores ambientales como genéticos, que dan lugar a estrés oxidativo,
inflamacién, apoptosis y fibrogénesis (75). Dado el papel del estrés oxidativo en la patogénesis
de MAFLD y la acumulacién in vivo de las CeO,NPs mayoritariamente en el higado, los

nanomateriales de CeO, se han estudiado ampliamente en la enfermedad hepatica (101,134).

Recientemente se ha observado en estudios de nuestro grupo de investigacion el efecto
antiesteatético de las CeO,NPs en modelos animales de enfermedad hepdtica. En primer lugar,
en un modelo de fibrosis hepatica en ratas expuestas a tetracloruro de carbono (CCl,) las
CeO,NPs presentaban un efecto antiinflamatorio a la vez que reducian la esteatosis e
hipertension portal (113). Posteriormente se evalud el efecto de las CeO,NPs en un estadio
previo, en un modelo de NASH utilizando ratas con dieta MCD. Las CeO,NPs a nivel hepatico
reducian el tamafio y contenido de las gotas lipidicas, disminuian TG y CE y revertian la
sobreexpresion de genes relacionados con estrés oxidativo e higado graso (138). Ante estos
resultados se postuld la potencial utilidad de las CeO,NPs en el tratamiento de las alteraciones

metabdlicas de la obesidad como por ejemplo la MAFLD.
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Sin embargo, se desconoce si la actividad antiesteatética de las CeO,NPs descrita
anteriormente es debida a la actividad antioxidante o si es causada por un efecto directo sobre

la acumulacién de lipidos.

Con esta finalidad se evalud el efecto directo antiesteatdtico de las CeO,NPs utilizando un
modelo in vitro de esteatosis hepatocelular, mediante exposicion de las células HepG2 a OA
(C18:1n9) y PA (C16:0) a un ratio molar 2:1 (156,157). Se determind el contenido de acidos
grasos por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS) (Figura 22). La actividad
de la elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 5y 6 (ELOVL5 y ELOVL6), la estearoil-CoA
desaturasa (SCD1), A5 desaturasa (FADS1) y A6 desaturasa (FADS2) se estudid mediante
indices metabdlicos establecidos que consisten en el ratio producto — sustrato para cada
reaccion (158-160). También se calculé el indice lipogénico con el ratio C16:0/C18:2n6c

(161,162).
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Figura 22. Esquema del metabolismo de los acidos grasos.

C16:0, acido palmitico, C16:1n7, acido palmitoleico; C18:0, acido estearico; C18:1n9, acido
oleico; C18:2n6, acido linoleico; C18:3n3, 4cido a-linolénico; C18:3n6, acido y-linolénico; C20:0,
acido araquidico; C20:1n9, acido eicosenoico; C20:2n6, acido eicosadienoico; C20:3n6, acido
eicosatrienoico; C20:4n3, acido eicosatetraenoico; C20:4n6, acido araquiddnico; C20:5n3,
adcido  eicosapentaenoico; C22:5n3, 4cido docosapentaenoico; C22:6n3, 4cido
docosahexaenoico; ELOVLS5, elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 5; ELOVLS6,
elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 6; FADS1, A5 desaturasa; FADS2, A6 desaturasa;
SCD1, estearoil-CoA desaturasa.

Ademas, se evalud la internalizacidon de las CeO,NPs en las células HepG2 y el efecto sobre el
estrés oxidativo y la viabilidad celular en células expuestas a H,0, a una concentracion 1,5 mM,
concentracion que reduce la viabilidad celular de forma moderada (Figura 23) a la vez que

produce la sobreproduccién de ROS.
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Figura 23. Efecto del perdxido de hidrégeno (H,0,) sobre la viabilidad celular.
*p < 0,05 comparado con control.

Las CeO,NPs (~4 nm) utilizadas en este estudio estan prealbuminizadas para evitar la

aglomeracion y asegurar la formacién de la corona proteica (Figura 1 del articulo).

Los resultados mas importantes de este estudio se enumeran a continuacién:

1.

Las CeO,NPs se internalizan en las células HepG2.

En primer lugar, se comprobd la internalizacion de las CeO,NPs (10 pg/mL) en las
células HepG2 incubadas durante 24 horas mediante microscopia de transmision
electrénica (TEM). Las nanoparticulas estaban presentes mayoritariamente en
compartimentos delimitados por membrana (vacuolas u organulos tipo endosoma), y
en menor grado libres en el citoplasma (Figura 2).

Las CeO,NPs presentan actividad antioxidante y mejoran la viabilidad celular en
células HepG2 expuestas a H,0,.

Las células HepG2 fueron tratadas con medio, H,0, (1,5 mM) o H,0, (1,5 mM) vy
CeO,NPs (1 0 10 pg/mL). La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTS y la
produccién de ROS con la sonda 2’,7’-DCF-DA. El tratamiento con CeO,NPs mostrd una
mejora de la viabilidad celular (85,8% H,0, vs 99,6% CeO,NPs) y una reduccion de la
produccion de ROS (125,4% H,0, vs 109,8% CeO,NPs), demostrando su efecto
antioxidante y protector celular de los nanomateriales de CeO, (Figura S1).
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Ademas, también se estudié por GC-MS el efecto de las CeO,NPs sobre la produccién
de oxisteroles (Figura 3). Cuando las células se exponian al estimulo oxidante (H,0, 1,5
mM) presentaban un incremento de 7B-hidroxicolesterol, mientras el tratamiento con
CeO,NPs reducia, aunque de forma no significativa, la concentracion de los
oxiesteroles (7keto-hidroxicolesterol, 7B-hidroxicolesterol y 25-hidroxicolesterol).

Las CeO,NPs exhiben propiedades antiesteatdticas en un modelo in vitro de
esteatosis hepatocelular.

Con la finalidad de evaluar el efecto de las CeO,NPs en la esteatosis, las células HepG2
se incubaron con OA (1,33 mM) y PA (0,67 mM) durante 24 horas para la induccion de
esteatosis. Las células fueron incubadas con medio, OA/PA, y OA/PA y tratadas con
CeO,NPs (10 ug/mL). Posteriormente se determind el contenido celular de acidos
grasos por GC-MS.

Conforme a la induccién de esteatosis, las células expuestas a OA/PA mostraron un
incremento de los 4cidos grasos totales, mientras el tratamiento con CeO,NPs reducia
los acidos grasos saturados (Figura 4).

Las CeO,NPs inducen cambios en el metabolismo de los acidos grasos en las células
HepG2 esteatoticas.

A continuacion, se estudiaron especificamente cada uno de los acidos grasos
individualmente. La incubacién de las células HepG2 con OA/PA aumentd el contenido
celular de C16:0, C18:0, C18:1n9c, C20:0, C20:1n9, C20:2n6, C20:5n3, C22:6n3 vy
C24:1n9. El tratamiento con CeO,NPs disminuia significativamente los acidos grasos
saturados mas abundantes C16:0 (26%) y C18:0 (35%) (Figura 5). Referente a los 4cidos
grasos insaturados, las CeO,NPs reducian la mayoria de acidos grasos de mds de 18
carbonos, como el C20:1n9, C20:2n6, C20:3n6, C20:4n6, C20:5n3, C22:6n3 y C24:1n9

(Figura 6), mientras incrementaban el contenido de C18:3n3 (44%) y C18:3n6 (10%).
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Por ultimo, se evalud la actividad de las elongasas ELOVL5 y ELOVL6 y las desaturasas
SCD1, FADS1 y FADS2, mediante indices metabdlicos establecidos (ratio producto —
sustrato para cada reaccion) (Figura 7). Las células HepG2 esteatdticas mostraron un
incremento del indice lipogénico C16:0/C18:2n6¢, asociado a una activaciéon de la
actividad de ELOVLS e inhibicidn de la SCD1. Las CeO,NPs disminuyeron el indice
lipogénico y revirtieron los cambios en la actividad de las elongasas y desaturasas

inducidos por OA/PA (Esquema 1).

En resumen, este estudio demuestra el efecto directo antiesteatotico de las CeO,NPs a través

de la induccién de cambios en el metabolismo de los 4cidos grasos.
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Abstract: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by hepatic accumulation of lipids.
Antisteatotic effects of cerium oxide nanoparticles (CeO,NPs) have recently been shown in animal
models of liver disease. However, it is unclear whether the activity of CeO,NPs is related solely to
the decrease in oxidative stress or, in addition, they directly decrease liver fatty acid accumulation.
To address this question, in this work, we used an in vitro model of hepatocellular steatosis, exposing
HepG2 cells to oleic and palmitic acid. Cell uptake of CeO,;NPs and their effect on oxidative stress
and viability of hepatic cells cultured with H,O, were also evaluated. Results show that CeO,NPs
were uptaken by HepG2 cells and reduced oxidative stress and improved cell viability. Treatment
with oleic and palmitic acid increased lipogenesis and the content of different fatty acids. CeO,NPs
reduced palmitic and stearic acid and most fatty acids consisting of more than 18 carbon atoms. These
effects were associated with significant changes in elongase and desaturase activity. In conclusion,
CeO,NPs directly protected HepG2 cells from cell injury in oxidative stress conditions and reduced
fatty acid content in steatotic conditions by inducing specific changes in fatty acid metabolism, thus
showing potential in the treatment of NAFLD.

Keywords: nonalcoholic fatty liver disease; steatosis; liver; cerium oxide nanoparticles;
oxidative stress

1. Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by hepatic lipid accumulation (steatosis),
mainly in the form of triglycerides, and covers a wide spectrum of liver disease that ranges from simple
hepatic steatosis (nonalcoholic fatty liver, NAFL) to nonalcoholic steatohepatitis (NASH), the last being

Biomolecules 2019, 9, 425; doi:10.3390/biom9090425 www.mdpi.com/fjournal/biomolecules
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characterized by the appearance of inflammation and a higher risk of progression to more advanced
forms including fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) [1].

Oxidative stress plays arole in the molecular mechanisms behind the progression of NAFLD. In this
regard, the pathogenesis of NAFLD may be explained by a multiple-hit hypothesis [2]. In the context
of excess energy, fatty acids (FAs) are esterified into triacylglycerides and stored in lipid droplets in the
liver. The multiple-hit hypothesis considers multiple insults, including insulin resistance, adipokines,
nutritional factors or gut microbiota that act together on genetically predisposed subjects in the
development and progression of the disease [2,3]. These insults are associated with increased oxidative
stress, proinflammatory cytokines and adipocytokines, leading to hepatocyte injury, inflammation and
fibrosis [4,5]. The hepatic accumulation of free FA, lipid peroxidation products (reactive aldehydes
and oxysterols) and reactive oxygen species (ROS) contribute to the development and progression
of NAFLD from simple steatosis to NASH by impairing mitochondrial function, energy balance and
biogenesis adaptation to chronic injury [6,7].

The current treatment of NAFLD consists of diet and lifestyle interventions, such as healthy eating
habits and physical activity, to achieve weight loss and the control of its associated cardio-metabolic
risk factors [8-10]. However, reinforcement of these interventions by pharmacological therapies would
be useful in the management of patients. Unfortunately, effective treatment options for NAFLD
remain limited [1]. At present, there are no pharmacological treatments licensed for the reduction of
liver steatosis, and the American and European guidelines for the management of NAFLD patients
are only supportive of the use of two drugs: pioglitazone in patients with NASH with or without
diabetes mellitus, and vitamin E, a recognized antioxidant, in nondiabetic patients with NASH [9,10].
The identification of strategies directed to halt NAFLD progression are, therefore, an urgent need.

In recent years, the antioxidant properties of cerium oxide nanoparticles (CeO,NPs) have been
widely described in the literature [11-16]. CeO,NPs, which display minimal toxicity to normal tissues
and provide cellular protection from various forms of ROS and irradiation [17], have emerged as
a powerful antioxidant therapeutic tool in the prevention and treatment of oxidative-stress-related
diseases. The interest in CeO,NPs include their natural advantages over other antioxidants since
CeO,NPs participate catalytically in redox cycles, which mean that they are not consumed during
reaction, and thus, they can be used at low doses. Their oxygen storage capacity has proven useful
in scavenging free radicals as soon as they are generated in situations of metabolic imbalance [12].
In this context, it has been shown that CeO,NPs exhibit superoxide dismutase [18], catalase [19] and
peroxidase [20] mimetic activities. Thus, CeO,NPs have been postulated as a possible treatment
for pathologies associated with chronic oxidative stress and inflammation such as cancer, cardiac
disease and neurodegenerative disease, among others [21-25]. Interestingly, after their administration,
CeO,NPs are accumulated mainly in the liver and for long periods of time [26,27]. Recent studies carried
out in our laboratory show that CeO,NPs decrease portal hypertension, liver inflammatory response and
hepatic steatosis in a rat model of liver fibrosis induced by CCly [27]. Additionally, oral administration
of CeO,NPs to a NAFLD rat model associated with neonatal monosodium-glutamate-induced obesity
has been reported to decrease body weight and liver steatosis [28]. However, it is unknown whether
this antisteatotic effect is due to a direct effect of CeO,NPs in the liver. In the current study, we used
an in vitro model system of cultured human hepatic cells (HepG2) to test the hypothesis of whether
CeO,NPs can directly reduce FA accumulation in the absence of other stimuli.

2. Materials and Methods
2.1. Synthesis and Characterization of CeO,NPs

2.1.1. Synthesis

CeO;NPs of 4 nm of mean diameter were synthesized in aqueous media by the chemical
precipitation of Cerium (III) Nitrate Hexahydrate (Ce(NOg3)3) under basic conditions. Briefly, 10 mM
of Cerium (III) Nitrate Hexahydrate was dissolved in 97 mL of Milli-Q H2O at room temperature.
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The solution was left under stirring for about 30 min. To this, 3 mL of tetramethylammonium hydroxide
(TMAOH) (1.0 +£ 0.02 M in H,O) was added under stirring (final TMAOH concentration of 30 mM),
and the mixture was left under stirring overnight. Afterward, nanoparticles (NPs) were purified by
centrifugation (20,000 g, 10 min) and resuspended in an aqueous solution of 1 mM TMAOH. In this
synthesis, the conversion of initial cerium precursor to CeO,NPs is nearly complete, as determined by
UV-VIS spectroscopy and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).

2.1.2. Albumin Conjugation

Electrostatically stabilized CeO2NPs have a strong tendency to aggregate at physiological pH,
which can result in deleterious immune responses [29]. To avoid this, Human Serum Albumin (HSA)
was conjugated to the CeO,NPs surface prior to their use. Albumin was added at 100-fold the amount
needed to cover the surface of CeO;NPs to ensure complete albumin corona formation.

2.1.3. Characterization

The NPs’ size was determined using high-resolution transmission electron microscopy (HR-TEM)
with a microscope JEOL JEM 2010F at 200 kV (Tokyo, Japan), and further image analysis using the
Image ] free software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The surface charge of the
NPs was characterized in a Z-sizer (Malvern, Worcestershire, UK). The crystal structure was analyzed
by X-ray powder diffraction (XRD) (Xpert Pannalytical, MA, USA), and the light interaction by UV-VIS
spectroscopy (Shimadzu, Kyoto, Japan).

2.2. Cell Culture

HepG2 cells were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).
This immortalized human hepatocellular stable cell line can be repeatedly frozen, thawed and
propagated. HepG2 cells were seeded into either 96-well culture plates for cell bioavailability analysis,
24-well culture plates for ROS measurements, six-well culture plates for steatosis induction and
nanoparticles cell uptake evaluation or 75 cm? flasks for measurements of oxysterols. After seeding,
cells were grown to confluence in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 U/mL penicillin and 50 ug/mL streptomycin, in a humidified
atmosphere of 5% CO; at 37 °C. Thereafter, the cells were switched to serum-free DMEM for 16 h.
For cell stimulation and treatment, old medium was removed and replaced with medium, medium
containing 1.5 mM H,0O; (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) or medium containing 1.5 mM H,0,
and CeO,NPs. Cells were incubated for the indicated time points and then harvested for biochemical
or molecular assays. All experiments were repeated at least three times.

2.3. Internalization of CeO,NPs in HepG2 Cells

The uptake of CeO,NPs by the cell cultures was assessed using bright-field and dark-field TEM
images. HepG2 cells were seeded (1.5x10° cells/well) in six-well plates and incubated with or without
CeO,NPs (10 pg/mL) for 24 h. Thereafter, cells were fixed in a 0.1 M phosphate buffer containing 2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde. Cells were embedded in Spur’s resin and thin sections
(50-55 nm) were cut and placed on copper grids and then stained with uranyl acetate and lead citrate.
After staining, the sections were examined using a low-electron-power microscope to increase contrast
in a JEOL-1010 TEM (JEOL, Tokyo, Japan) operated at 80 kV and equipped with a BioScan camera
(Gatan, CA, USA).

2.4. Cell Viability Analysis

Cell  viability = was assessed wusing the MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) technique (CellTiter 96; Promega,
Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. In brief, cells were seeded
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(1x 10° cells/well) in 96-well plates and, after overnight starvation, cells were treated with medium,
H,0; (1.5 mM) or H,O, and CeO,NPs (10 ug/mL) for 90 min at 37 °C. Then, cells were washed
twice with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) and CellTiter reagent was added to each well.
After incubation for 3 h at 37 °C to allow cells to bioreduce MTS into formazan, the absorbance of
formazan, measured at 490 nm (SpectraMax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA), is directly
proportional to the number of living cells in culture.

2.5. Reactive Oxygen Species Measurement

Fluorescence spectrophotometry was used to measure ROS, with 2/,7-DCF-DA
(2",7’-dichlorofluorescein diacetate) as the probe (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). DCF-DA
readily diffuses through the membrane and is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to
the nonfluorescent DCFH (2',7’-dichlorodihydrofluorescein), which can then be rapidly oxidized to
fluorescent DCF in the presence of ROS. HepG2 cells were seeded in 24-well plates and, after overnight
starvation, cells were incubated alone or with H,O, (1.5 mM) in the presence of CeO,NPs (1 ug/mL) or
medium for 90 min. Thereafter, cells were washed with HBSS and incubated with 10-uM DCF-DA
in Hanks Balanced Salt Solution for 40 min at 37 °C in the dark. The supernatant was collected to
measure the production of ROS, and the intensity of DCF fluorescence was immediately read in a
fluorescence spectrophotometer (FLUOstar OPTIMA; BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) at 485 nm
for excitation and at 520 nm for emission.

2.6. Oxysterols Measurements

Cells were seeded in 75-cm? flasks and, after overnight starvation, incubated with medium,
H;0; (1.5 mM) or H,O; and CeO,;NPs (1.5 mM; 10 pg/mL) for 90 min. Afterward, cell pellets were
obtained by trypsinization and the oxysterol content was analyzed. Cholesterol, cholesterol d7,
7B-hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol, 25-hydroxycholesterol and 5x-cholestane were purchased
from Steraloids (Newport, RI). Lipids were extracted from HepG2 cells with chloroform-methanol
(2:1vol/vol) in the presence of butylated hydroxytoluene (0.005%) as an antioxidant. 5x-cholestane and
cholesterol-d7 were added as internal standards. After centrifugation, the lower phase was evaporated
under a nitrogen stream and extracts were silylated with N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide
containing 1% trimethylchlorosilane (Sigma). Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS)
analyses were performed on a Shimadzu GCMS QP2010 Ultra instrument (Kyoto, Japan). Sterols
were separated in a Sapines-5MS+ capillary column (30 m X 0.25 mm internal diameter X 0.25 um
film thickness) from Teknokroma with helium as a carrier gas at a constant velocity of 50 cm/s.
The temperature program was programmed to begin at 50 °C and this temperature was maintained for
3 min. Then, it was elevated at a rate of 80 °C min~! to 240 °C, before being increased at 2 °C min~!
to a temperature of 290 °C and finally, maintained for 2 min at 290 °C. The ion source and transfer
line temperatures were set to 270 °C and 280 °C, respectively. Mass detector was operated in selected
ion monitoring (SIM) mode and identification of the analytes was achieved by GC retention time
comparison with reference standards. No oxidation of d7-cholesterol to deuterated oxysterols was
observed during the analytical procedure.

2.7. Induction of Steatosis in HepG2 Cells with Oleic and Palmitic Acids

HepG2 cells were seeded (1.5 x 10° cells/well) in six-well plates and grown to confluence as
described above. After overnight starvation, the medium was changed to 10% FBS medium or 10%
FBS medium with 1.33 mM oleic acid (OA) and 0.67 mM palmitic acid (PA) with or without CeO,NPs
(10 ug/mL) for 24 h to induce the hepatosteatotic condition [30,31]. Three cell cultures were compared:
(i) cells incubated with 10% FBS medium, (ii) cells incubated with 10% FBS medium and OA+PA, (iii)
cells incubated with 10% FBS and OA+PA and CeO,NPs (10 ug/mL).
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2.8. Total FA Measurements

Lipids were extracted from HepG2 cells with chloroform—methanol (2:1 vol/vol) in the presence of
butylated hydroxytoluene (0.005%). C19:0 (Sigma Aldrich, Madrid, Spain) was used as an internal
standard. After homogenization, samples were placed on an orbital shaker for 20 min at room
temperature and centrifuged for 10 min at 10,000 rpm. The supernatant was mixed with 250 uL of
water, vortexed and centrifuged again for 10 min at 10,000 rpm. The lower organic phase was retrieved,
evaporated under a nitrogen stream and redissolved in a mixture of methanol:hexane (4:1, v/v). Acetyl
chloride was added and FA methyl ester (FAME) obtained by heating the samples at 100 °C for 1 h.
GC-MS analyses were performed on a Shimadzu GCMS QP2010 Ultra instrument (Kyoto, Japan).
Final extracts were injected into the gas chromatograph interfaced with a mass selective detector.
Chromatographic separation was achieved on a Sapines-5MS+ capillary column (30 m X 0.25-mm
internal diameter X 0.25-um film thickness) from Teknokroma (Barcelona, Spain) with helium as a
carrier gas at a constant velocity of 50 cm/s. The temperature program was set to begin at 50 °C and this
temperature was maintained for 3 min. Then, it was elevated at a rate of 80 °C min~! to 240 °C, before
being increased at 2 °C min~! until 290 °C and finally, maintained for 2 min at 290 °C. The ion source
and transfer line temperatures were set to 270 °C and 280 °C, respectively. Mass detector was operated
in scan mode. Identification of the FAME in the sample extracts was achieved by mass spectrum and
GC retention time comparison with reference standards. The activities of FA elongases and desaturases
were estimated, assessing established product to precursor metabolic ratios for each reaction [32-34].
In addition, the lipogenic index was calculated as the ratio C16:0/C18:2n6c [35,36].

2.9. Statistical Analysis

Quantitative data were analyzed using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) and statistical analysis of the results was performed by an unpaired t-test.
Data is expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM) and considered significant at a p-level
of 0.05 or less. The study was performed according to the criteria of the Investigation and Ethics
Committee of the Hospital Clinic of Barcelona.

3. Results

3.1. Characterization of CeO,NPs

A description of the characterization of the CeO,NDPs used in this study has been published
previously [27]. Briefly, the measured Z-Potential of CeO,NPs was +40 mV at the final synthesis pH
(pH = 6). The X-ray diffraction pattern showed pure CeO,NPs with the typical peak broadening
characteristic of nanosized particles. In this synthesis, CeO,NPs obtained are monodisperse with an
average of 4+1 nm size, as determined by TEM. In these conditions, the high surface energy of the
NPs makes their electrical double layer unable to keep them apart and small agglomerates are formed.
To avoid that, their immediate albuminization as they are formed, once the extreme initial pH of the
solution is reduced (from pH 12 to pH 6), is key. HSA conjugation on the surface of the CeO,NPs has
been characterized by the increase in DLS and modification of the Z-Potential (from +40 mV of NPs as
synthesized to —14 mV, which is the average Z-Potential value of the HSA (Figure 1).

3.2. Cellular Uptake of CeO,NPs

Transmission electron microscopy was used to evaluate the association between HepG2 cells
and incubation with CeO,NPs (10 pg/mL) for 24 h. TEM images revealed the presence of CeO,NPs
inside the cells, mainly in membrane-bound compartments and to a lesser extent, free in the cytoplasm
(Figure 2). The presence of CeO,NPs is revealed in the dark-field images since the high contrast of
cerium oxide (CeO,) crystals allowed them to be easily distinguished (as bright spots) from other
cellular structures. The confinement of CeO,NPs mainly in vacuoles or endosome-like organelles
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suggested their presence in secretory compartments. These structures were not observed in the TEM
images obtained from controls cells incubated without CeO,NPs.

CeO,NPS@HSA 15 CeO,NPS@HSA
after albuminazation
. — * = after 48h inDMEM+FBS

\
\ ‘/CeOZNPs
\

Absorbance (a.u.)

Figure 1. CeO,NPs characterization. (a) Transmission electron microscopy (TEM) and high-resolution
transmission electron microscopy (HR-TEM) (inset) showing the as-synthesized cerium oxide (CeO,)
nanocrystals of 4+1 nm; (b) UV-VIS spectroscopy of CeO,NPs after conjugation to Human Serum
Albumin (HSA) (CeO,NPs@HSA) and the same nanoparticles (NPs) after 48 h in model physiological
media (DMEM + Fetal Bovine Serum at 10% v/v). The similar spectra through time shows the stability in
the physiological media of the NPs used; (c) Dynamic light scattering (DLS) of CeO,NPs as synthesized,
HSA, and CeO,NPs@HSA. While the spectrum of CeO,;NPs shows a large presence of agglomerated
NPs, the similar spectra of HSA and CeO,NPs@HSA rules out the presence of CeO, aggregates. Note,
that all samples have been purified before measurement.

Figure 2. Cellular uptake of CeO;NPs. (a) Transmission electron microscopy image of CeO,;NPs in
HepG2 cells that were incubated for 24 h at a CeO,NPs concentration of 10 pg/mL; (b) the same image
obtained under dark-field exposure, since the high contrast of the CeO>NPs allows them to be easily
distinguished. MBC indicates a membrane-bound compartment, N the nucleus and C the cytoplasm.

3.3. Effect of CeO;NPs in the Viability of HepG2 Incubated with H,O,

To evaluate cellular CeO,NPs protection from H,O,-induced cytotoxicity in human hepatic cells,
HepG2 cells were incubated with H,O, and cellular viability was analyzed in the presence of CeO,NPs
or vehicle. Oxidative stress induced with a 1.5 mM H,O, produced a reduction in cell viability of 14%
(control 100% + 1.8% and H,O, 85.8% + 1.1% viability (mean + SEM); p < 0.0001). In these conditions,
CeO,NPs treatment improved cell viability, from 85.8% =+ 1.1% in the HO, condition to 99.6% + 1.8%
in cells exposed to H>O; and treated with NPs (p < 0.0001), indicating that CeO>NPs protect from the
oxidative-stress-associated cell death induced by H,O, in HepG2 cells (Figure S1A).
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3.4. Effect of CeO;NPs in the ROS Production of HepG2 Incubated with HyO,

HepG2 cells incubated with H,O, (1.5 mM) increased ROS production by 25% (control 100% + 3.9%
and HyO; 125.4% + 3.3% (mean + SEM); p < 0.0001), as determined by fluorescence spectrophotometry
using the oxidant-sensitive dye 27,7-DCF-DA. ROS production was significantly inhibited in the
presence of CeO,NPs (H,O; 125.4% =+ 3.3% and H,O, with CeO;NPs 109.8% =+ 3.8% (mean + SEM);
p = 0.006). These results indicate that CeO,NPs protect from the oxidative stress induced by H,O, in
HepG2 cells (Figure S1B).

3.5. Effect of CeO>NPs in Cholesterol and Oxysterols Content of HepG2 Cells Treated with H>O,

Effects of CeO,NPs in the cellular content of cholesterol and cholesterol oxidation products were
evaluated in HepG2 cells treated with vehicle, HepG2 cells treated with HO, (1.5 mM) and HepG2
cells treated with H,O, and CeO,NPs (1.5 mM, 10 pg/mL). Figure 3A shows a chromatogram of
cholesterol and cholesterol oxidation products obtained by GC-MS in HepG2 cells. Cholesterol content
was approximately 1000-fold higher than cholesterol oxidation products. The most abundant oxysterol
measured was 7-ketocholesterol, followed by 73-hydroxycholesterol and 25-hydroxycholesterol.
No significant differences in cholesterol content were observed between cells treated with vehicle,
H,O; or HyO; and CeO,;NPs. In contrast, cells treated with H,O, presented a higher content of
7B-hydroxycholesterol. Treatment with CeO,NPs reduced the concentration of oxysterols, although
this decrease was not statistically significant (Figure 3B). Similar results were obtained when the ratio
of oxysterol/cholesterol was calculated.
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Figure 3. (a) Gas chromatography mass spectrometry chromatograms of cholesterol and its oxidation
products in HepG2 cells; (b) oxysterols content in HepG2 cells treated with vehicle, HyO> (1.5 mM) and
H,0O; and CeO,NPs (1.5 mM; 10 pg/mL). * p < 0.05 compared with control.

3.6. Effects of CeO;NPs in Total FA Content of HepG2 Cells Treated with Oleic and Palmitic Acid

Oleic and palmitic acid treatment of HepG2 was used as an in vitro model to investigate the
effect of CeO,NPs in steatosis. HepG2 cells were exposed to 1.33 mM oleic acid (OA) and 0.67 mM
palmitic acid (PA) for 24 h and intracellular accumulation of total FAs was measured by GC-MS.
A chromatogram showing FAs in HepG2 cells is presented in Figure 4A. Consistent with the induction
of the steatosis, total FAs content in HepG2 cells was increased in cells exposed to OA and PA in
comparison to those exposed to vehicle (Figure 4B). Treatment with CeO,;NPs of cells exposed to OA
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and PA produced a significant reduction of total saturated FAs (Figure 4C), while the total amount of
unsaturated FAs was not significantly reduced (Figure 4D).
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Figure 4. (a) Gas chromatography-mass spectrometry chromatogram of fatty acids in HepG2 cells.
Content of total fatty acids (b), saturated fatty acids (c) and unsaturated fatty acids (d) in HepG2 cells
exposed to vehicle (control), oleic acid:palmitic acid (OA:PA) (1.33:0.67 mM) and OA:PA with CeO;NPs
(10 pug/mL). * p < 0.05 compared with control; # p < 0.05 compared with OA:PA.

3.7. CeO,NPs Induce Specific Changes in the FA Metabolism of Steatotic HepG2 Cells

Analysis of the individual FA species showed that, compared to normal cells, HepG2 cells exposed
to OA and PA presented significant elevations in the intracellular content of different FA. As represented
in Figure S2 and Table S1 (Supplementary Material), OA and PA incubation increased the cell content of
C16:0,C18:0, C18:1n9¢, C20:0, C20:1n9, C20:2n6, C20:5n3, C22:6n3 and C24:1n9. Interestingly, CeO,NPs
treatment of cells exposed to OA and PA decreased the cell content of most of these FA. Thus, CeO,NPs
treatment resulted in a 26% and 35% significant reduction of the highly abundant saturated FAs C16:0
and C18:0, respectively, and also, significantly decreased the content of very-long-chain saturated
FA C23:0 by 58% (Figure 5). Regarding unsaturated FA, CeO,NPs reduced the content of most FAs
consisting of more than 18 carbon atoms, such as C20:1n9, C20:2n6, C20:3n6, C20:4n6, C20:5n3, C22:6n3
and C24:1n9 (Figure 6). In contrast, C18:3n3 and C18:3n6 content increased 44% and 10%, respectively,
in cells treated with CeO,NPs.

In order to determine the mechanism of CeO,NPs antisteatotic effect, metabolic pathways of
FAs were investigated. The activities of the main FA elongases (elongation of very-long-chain fatty
acids 5 and 6 (ELOVL5 and ELOVL6)), and desaturases (steroyl-CoA desaturase 1 (SCD1) and fatty
acid desaturase 1 and 2 (FADS1 and FADS2)), were estimated by measuring the ratios between their
products and substrates (Figure 7). Results showed that steatotic HepG2 cells presented an elevation
of the lipogenic index C16:0/C18:2n6, which was associated with an activation of the elongase ELOVL5
and an inhibition of the desaturase SCD1 activities. CeO,NPs treatment reduced the lipogenic index
and reversed the changes in the elongase and desaturase activities induced by OA and PA. In addition,
steatosis-induced elongation and desaturation towards the n-3 and n-6 pathway were normalized after
steatotic cells were treated with CeO,NPs. Scheme 1 shows specific changes in FA metabolism induced
by CeO,NPs in steatotic cells.
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Figure 6. Cell content of n-3 (a), n-6 (b) and n-9 (c) unsaturated fatty acids larger than 18 carbons in
control cells, cells incubated with OA:PA (1.33:0.67 mM) and cells incubated with OA:PA treated with
CeO,NPs (10 ug/mL). * p < 0.05 compared with control; # p < 0.05 compared with OA:PA.
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4. Discussion

The current study shows that CeO,NPs present protective cellular effects and reduce FA content
in cultured human hepatic cells (HepG2 cells) cultivated under characteristic conditions of NAFLD.
Specifically, cells were cultured under oxidative stress (H,O, induced) or steatosis (OA:PA induced) in
order to evaluate if CeO,NPs presented a direct effect in these specific conditions. First, we evaluated
whether CeO,NPs were uptaken by HepG2 cells since, after intravenous administration of CeO,NPs
(3-20 nm), they have been observed to be located within hepatocytes of healthy mice [37] and rats
with advanced liver disease [27]. In agreement with these in vivo studies, TEM images obtained in
the current study revealed the uptake by HepG2 cells of CeO,NPs, which were confined in vacuoles
or endosome-like organelles. Similar observations have been reported when studying the uptake of
CeO,NPs by human hepatic cells C3A, in which confocal microscopy revealed a main perinuclear
location of nanoparticles that suggested their presence in late endocytic or secretory compartments [38].
Furthermore, internalization of CeO,NPs has been detected in human hepatic cells WRL-68 by flow
cytometry [39].

Increased hepatic oxidative stress is a main physiopathological characteristic of NAFLD [40,41].
Increased ROS generation triggers lipid peroxidation, release of inflammatory cytokines and cell
death. Patients with NASH display both an increase in ROS and nitrogen species production and a
lack of endogenous antioxidant defenses [40]. In this regard, we next evaluated whether CeO;NPs
could directly decrease cellular oxidative stress in hepatic cells cultured with hydrogen peroxide
(H0,). CeO,NPs produced a reduction in HyO,-induced cellular oxidative stress, as indicated by the
decreased fluorescence of the oxidant-sensitive dye 2’,7’-DCF-DA. This reduction in oxidative stress in
CeO,NPs-treated cells was accompanied by an improvement in cellular viability measured by the MTS
assay. These results indicate that CeO;NPs directly protect human hepatic cells from oxidative stress
and the associated cellular injury. In agreement with this observation, Azari et al. [42] recently found
that pretreatment of HepG2 cells with CeO,NPs prevented oxidative and cellular damage caused by
acrylamide, a toxic chemical compound present in cooked foods.

Also related to enhanced ROS production in NAFLD is the increase of hepatic oxidized cholesterol
metabolites, which have been related to the progression of NAFLD [6,7]. Free cholesterol is susceptible
to enzymatic and non-enzymatic oxidation, leading to the formation of a number of cholesterol
oxidation products, including 25-hydroxycholesterol (enzymatic reaction) and 73-hydroxycholesterol
and 7-ketocholesterol (non-enzymatic) [43]. Our findings indicate an increase in 73-hydroxycholesterol,
7-ketocholesterol and 25-hydroxycholesterol when HepG2 cells were exposed to an oxidant stimulus
such as HyO,, suggesting that this is a suitable in vitro model for the study of cholesterol oxidation.
However, when cells were co-incubated with CeO,NPs, no significant reduction of oxysterols levels
was observed. Correction of oxysterols levels by cholesterol lead to a similar trend. Further studies are
necessary to ascertain the effect of CeO,NPs on oxysterol formation in liver cells.

NAFLD is usually characterized by the presence of hepatic liver steatosis [9,10]. There is evidence
derived from animal in vivo studies that CeO,NPs treatment may reduce liver steatosis in different
models of liver disease. Thus, in previous studies, our group first observed a reduction in liver steatosis
in a CCly-induced model of liver fibrosis [27], and the same effect was reproduced in a methionine-
and choline-deficient diet model of steatohepatitis in rats [44]. Also, oral administration of CeO,NPs
to a NAFLD rat model associated with neonatal monosodium-glutamate-induced obesity has been
reported to decrease body weight and liver steatosis [28]. However, it is unknown whether these
antisteatotic effects are only related to a systemic and/or hemodynamic improvement, or if CeO,NPs
may also behave as antisteatotic agents per se. In addition, it is unknown whether similar antisteatotic
effects of CeO,NPs to those observed in rats may be found in the human liver. Interestingly, there is
evidence that CeO,NPs may interfere in the normal FA metabolism of human-derived hepatocytes
(HepG2 cells) [45,46], which represent the cell type in the liver that mainly accumulates FAs in NAFLD.

Therefore, in order to evaluate the ability of CeO,NPs to reduce FA content in human hepatic
cells, we next used an in vitro model of hepatocellular steatosis based on the administration of OA
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and PA (2:1 molar ratio) to HepG2 cells. Induction of steatosis in hepatic cells through incubation
with a mixture of OA (C18:1n9) and PA (C16:0) is an in vitro steatotic model widely used that is
useful to evaluate antisteatotic effects in hepatic cells since it mimics the liver steatosis of NAFLD in
patients [30,31,47 48]. OA, a monounsaturated FA, and PA, a saturated FA, are the most abundant
FAs present in liver triglycerides [49] and serum [50]. These FAs have individual cell effects: OA is
more steatogenic, while PA has a greater pro-apoptotic effect [31]. Exposure of HepG2 cells to a 2 mM
mixture of OA:PA with a ratio of 2:1 for 24 h provides the maximal lipid accumulation with minimal
cytotoxicity [30,31]. Gémez-Lechon et al. [30] found similar lipid accumulation in this in vitro model
of hepatocellular steatosis when compared to hepatocytes from a human steatotic liver.

Our data show that HepG2 cells incubated with OA and PA increased C16:0, C18:0, C18:1n9c,
C20:0, C20:1n9, C20:2n6, C20:5n3, C22:6n3 and C24:1n9. This is in agreement with a general induction
of FA content previously observed in this model [31] and in the liver of patients with NAFLD [32,51-53].
However, C18:3n3 and C18:3n6 levels were not increased. In agreement with this, other research
groups found low hepatic levels of C18:3n3 and C18:3n6 in animal models of NAFLD induced by a
high-fat diet and CCly [54] and a methionine- and choline-deficient diet [55], respectively.

PA (C16:0) increases the synthesis of C18:0 by elongation (ELOVL6), whereas OA (C18:1n9c) leads
to higher content of C20:1n9 and C24:1n9, according to the metabolic elongation pathway of n-9 fatty
acids. OA also promotes the formation of n-3 and n-6 long chain FAs through FADS2. Steatotic HepG2
cells presented decreased contents of C18:3n3 and C18:3n6, which may be associated with reduced
FADS2 activity. By contrast, C20:4n6, C20:5n3 and C22:6n3 were markedly increased, supporting an
induction of elongation and desaturation towards the n-3 and n-6 pathways. Overall, the increase in
the lipogenic index C16:0 / C18:2n6c on HepG2 cells exposed to OA and PA is also in agreement with
the induction of the steatotic metabolic process. Other indexes, such as C18:0/C16:0 (ELOVL6), which
is increased in this model, have been shown to relate to the degree of liver steatosis in patients with
NAFLD [51].

The antisteatotic effect of CeO,NPs was proven by reduction of the highly abundant saturated FA
C16:0 and C18:0 levels, together with a reduced content of most unsaturated FAs consisting of more
than 18 carbon atoms. A differential effect of CeO,NPs on C16:0 and C18:1n9 may be explained by the
fact that C16:0 is not readily esterified and, to avoid toxicity, is converted to unsaturated FAs (such as
C16:1n7 and C18:1n9) through elongation by EVOLV6 and desaturation by SCD1. Our data show that
CeO,NPs decreased ELOVL6 and increased SCD1 activities, which may explain why C16:1n7 and
C18:1n9 levels were not reduced after CeO,NPs treatment. Results suggest that CeO,NPs may induce
a more effective transformation of C16:0 to these unsaturated FAs to avoid toxicity.

The other significant FAs for which contents were reduced by CeO,NPs treatment were those
unsaturated FAs that consisted of more than 18 carbon atoms. The effect of CeO,NPs in the reduction of
these FAs was remarkable since many of them were completely normalized. This effect may be related
to the observed inhibition of elongation and desaturation towards the n-3 and n-6 pathway. Importantly,
CeO,NPs reduced the eicosanoid precursors C20:4n6, C20:5n3 and C22:6n3, which are involved in the
induction of inflammation and cell membrane integrity. However, provided that FAs consisting of
more than 18 carbon atoms are preferentially oxidized in peroxisomes rather than in mitochondria,
further research is necessary to evaluate whether CeO,NPs may also promote peroxisome FA oxidation.
In addition, C18:3n6 and C18:3n3 FA, which were not increased in steatotic HepG2 cells, exhibited
an increase in their levels when cells were treated with CeO,;NPs, suggesting a CeO,NPs-mediated
induction of FADS2 activity. Finally, reduction of the lipogenic index by CeO,NPs supports an overall
antisteatotic effect.

One limitation of this study relates to the lack of evaluation of other factors that may also play a role
in the pathophysiology of NAFLD, together with oxidative stress and lipid dysregulations. A significant
example are the nuclear receptors, such as peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), liver
X receptors (LXR) and farnesoid X receptors (FXR). They have been involved in the natural history
of NAFLD, demonstrating that PPARs have one of the main roles in hepatic steatogenesis, LXR in
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hepatic inflammation and FXR in hepatic fibrogenesis [56]. Furthermore, TEM images showing the cell
uptake of CeO,NPs were only obtained in basal conditions and there could be some changes in the
localization of CeO,NPs under oxidative stress and/or steatotic conditions. Finally, the antisteatotic
effect of CeO,NPs was evaluated in an OA:PA mixture and differential effects on steatosis induced by
either OA alone or PA alone were not evaluated.

5. Conclusions

CeO;NPs directly protect human hepatic cells from cell injury in conditions of oxidative stress
and reduce FA content in steatotic conditions by inducing specific metabolic changes, suggesting that
these NPs have great potential in the treatment of NAFLD.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2218-273X/9/9/425/s1.
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Figure S1. Cell viability (a) and intracellular reactive oxygen species (ROS) production (b) of HepG2
cells incubated with medium (control), H2O2 (1.5 mM) and H202 and CeO:NPs (1.5 mM; 10 pg/mL).
*p <0.05 vs control and #p < 0.05 vs H20z. Figure S2: Content of saturated (a), monounsaturated (b)
and polyunsaturated (c) fatty acids in HepG2 cells exposed to vehicle (control), OA:PA (1.33:0.67
mM) and OA:PA with CeO2NPs (10 pg/mL). Table S1: Fatty acids content in HepG2 cells exposed to
vehicle (control), OA:PA (1.33:0.67 mM) and OA:PA with CeO2NPs (10 pg/mL).
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Figure S1. Cell viability (a) and intracellular ROS production (b) of HepG2 cells incubated with
medium (control), H20: (1.5 mM) and H20z and CeO:NPs (1.5 mM; 10 pg/mL). *p < 0.05 vs control
and #p <0.05 vs H20:.
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Figure S2. Content of saturated (a), monounsaturated (b) and polyunsaturated (c) fatty acids in HepG2 cells
exposed to vehicle (control), OA:PA (1.33:0.67 mM) and OA:PA with CeO2NPs (10 pg/mL). *p < 0.05 compared
with control; #p < 0.05 compared with OA:PA.



Table S1. Fatty acids content in HepG2 cells exposed to vehicle (control), OA:PA (1.33:0.67 mM) and OA:PA
with CeO2NPs (10 pg/mL).

Fatty acids
Control OA:PA OA:PA+ CeO2NPs
(ng /106 cells)
C12:0 120.0 £ 62.10 210.1+14.52 291.8+104.7
C14:0 10168 +661.7  11075+102.1 11769 + 376.6
Cl4:1 2490 + 103.9 2673 +221.5 2864 + 350.7
C15:0 594.8 +21.84 552.1+4.895 580.6 +25.00
C15:1 242.5+7.916 3802+72.78 345.6 +28.20
C16:0 33369 + 3277 55013+ 1837 40922 + 1069#
Cl6:1 34617 £ 2253 38144 2298 37115 1220
C17:0 429.5+35.39 4699 +35.45 442.0+19.78
C17:1 845.6 +37.01 873.5+16.63 767.3+19.01#
C18:0 11793 + 840.9 21290 + 657.8* 13797 + 984.3#
C18:1n9c 17980 = 1108 28358 + 1335* 28373 +747.6
C18:1n%t 22926 +1953 24671 +1517 23429 + 616.6
C18:2n6¢ 5308 + 661.7 5006 + 280.0 5429 + 2842
C18:2n6t 480.0+49.83 571.0+115.5 577.6 +65.52
C18:3n6 2452+ 162.6 2216 +11.28 2462 £ 72.71#
C18:3n3 319.4+50.17 186.7 +10.35 330.5+42.42#
C20:0 3499+9240  71.35+4.289* 75.35+15.60
C20:1n9 1049+1699 1643 +7.179* 89.98 +23.33
C20:2n6 2174+5267  49.63 +1.268* 24.29 + 5.560#
C20:3n6 124.6 +23.29 194.0 +24.51 126.7 + 30.63
C20:3n3 0.775+02146  2.250+0.7858 1.388 £ 0.1573
C20:4n6 735.2+122.6 1108 +69.95 636.8 +156.1
C20:5n3 546.6+86.09  953.4+4537* 5415 +125.0#
C21:0 2.475+0.725 5.850+1.126 2.200+0.950
C22:0 40.01+10.02 59.25+7.039 39.84 +20.82
€222 9.463 +3.798 13.67 +1.349 10.11+£2.993
C22:6n3 361.1 +£59.02 563.4 +31.29* 311.1+75.12%
C23:0 7.250 £ 1.286 11.20+1.935 4.680 +1.696#
C24:0 30.80 +8.530 4228 +4.217 3293 +32.03
C24:1n9 41.86 +5.048 85.72 £9.331* 4492 +13.88
C22+23+24 78.06 = 19.68 112713511 61.78 = 3645
Total FA 146135 + 10387 186338 +115.4* 171210 = 5788
Saturated FA 56589 + 4713 85793 = 1609* 67884 +2461#
Unsaturated FA 89547 + 6021 104830 + 5350 103327 + 3364

Mean + SEM. *p < 0.05 compared with control; #p < 0.05 compared with OA:PA.
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ARTICULO 2

Parra-Robert M, Zeng M, Shu Y, Fernandez-Varo G, Perramén M, Desai D, Chen J, Guo D,
Zhang X, Morales-Ruiz M, Rosenholm JM, Jiménez W, Puntes V, Casals E, Casals G.
Mesoporous silica coated CeO, nanozymes with combined lipid-lowering and antioxidant
activity induce long-term improvement of the metabolic profile in obese Zucker rats.

Nanoscale. 2021;13(18): 8452-8466.

La obesidad es una enfermedad metabdlica crdnica caracterizada por un exceso o acumulacion
anormal de grasa corporal, debido a un desequilibrio del balance energético por una mayor
ingesta caldrica comparado con el gasto energético (5). Actualmente constituye un importante
problema de salud publica debido al elevado impacto sociosanitario y econdmico asociado

tanto a la obesidad como a sus comorbilidades.

La presencia de obesidad estd estrechamente relacionada con el desarrollo de sindrome
metabdlico y comorbilidades, tales como dislipemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
higado graso, infarto de miocardio, ictus, demencia, apnea del suefio, depresién, osteoartritis y
varios tipos de cdncer (1,2). Tanto la obesidad como las complicaciones asociadas mads
frecuentes se caracterizan a nivel celular y molecular con la presencia de inflamaciéon crénica

de bajo grado y estrés oxidativo (19-22).

Actualmente el tratamiento de la obesidad esta basado en la reduccién de peso mediante
modificaciones del estilo de vida del paciente, farmacoterapia y/o procedimientos quirurgicos,
ademas de tratar aquellas alteraciones metabdlicas y comorbilidades asociadas (dislipemia,
diabetes tipo 2, hipertensidn, etc) (2). Sin embargo, las estrategias terapéuticas actuales
muestran una baja efectividad y/o efectos adversos indeseables y la cirugia bariatrica no esta

exenta de riesgos (37,38).
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Dado la creciente prevalencia de la obesidad y sus comorbilidades metabdlicas son necesarias
nuevas estrategias terapéuticas centradas, no solo en la pérdida de peso, sino también en la
normalizacién de las alteraciones metabdlicas asociadas. En este sentido, surge la potencial
aplicacion de los nanomateriales de CeO,, los cuales presentan actividad antioxidante, con la
finalidad de interrumpir el circuito de retroalimentacién entre estrés oxidativo e inflamacién

cronica de bajo grado (19-21).

No obstante, la aglomeracion de las NPs es una de las limitaciones en la utilizacién de
nanomateriales, que determina tanto su eficacia como potencial toxicidad (101). Por este
motivo, se ha disefiado un nucleo de CeO,NPs recubierto de mSiO,, la cual es un material

biocompatible y seguro.

En este segundo trabajo se analizé el efecto sobre el metabolismo lipidico y la actividad
antioxidante y antiinflamatoria de las CeO,@mSiO, en un modelo de ratas Zucker obesas cinco
semanas después de su administracion. Las ratas Zucker obesas, homocigotas para la mutacion
en el receptor de la leptina (fa/fa), son un modelo animal de obesidad con fisiopatologia
similar a la del sindrome metabdlico en humanos (96), las cuales presentan obesidad y

alteraciones tipicas del sindrome metabdlico (dislipemia y MAFLD).

Los resultados de este estudio se resumen a continuacion:

1. El recubrimiento con mSiO, mejora la estabilidad, actividad antioxidante y viabilidad
celular de las nanoparticulas de CeO,.
Las Ce0,@mSiO, (~50 nm) se fabricaron utilizando un método de sintesis en
condiciones de solucidn acuosa, en un solo recipiente (sintesis one-pot), a temperatura
ambiente y en atmosfera abierta. La encapsulacién con mSiO, de los cores de CeO, (4
nm) mantuvo la estabilidad coloidal en medio fisiolégico. En medio de cultivo celular
tuvo lugar la formacién de una corona proteica en los nanomateriales v,

especificamente, las CeO,@mSiO, mantenian el tamano medio y la dispersién hasta 7
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dias. En células hepdticas HepG2 ambos nanomateriales eran internalizados y se
observaban en organulos tipo endosoma. Cuando las células HepG2 eran expuestas a
un estimulo oxidante (H,0,), las CeO,@mSiO, presentaban un mayor efecto
antioxidante y proteccion celular comparado con las CeO,NPs libres (Figura 1 del
articulo).

Las CeO,@mSiO, son bien toleradas por las ratas Zucker obesas y reducen la
presencia de nanoparticulas en érganos extrahepaticos.

Una vez demostrada la mayor estabilidad y actividad antioxidante de las CeO,@mSiO,,
se evaluo el efecto in vivo de las CeO,@mSiO, en las ratas Zucker obesas, modelo de
obesidad asociado a inflamacién crénica de bajo grado. El protocolo experimental
consistié 4 grupos: ratas Zucker delgadas que reciben vehiculo (n=10) y ratas Zucker
obesas que reciben vehiculo (n=10) o tratadas con CeO,NPs (n=10) o CeO,@mSiO,
(n=10). A la semana 8 y 9 recibieron una doble dosis semanal intravenosa de vehiculo
(500 pL), CeO,NPs (0,1 mg/kg) o CeO,@mSiO, (0,1 mg/kg). A la semana 14 los animales
fueron sacrificados mediante sobredosis de isoflurano (Figura 2).

La biodistribucién de ambos nanomateriales fue mayoritaria en higado y bazo,
determinada por espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS). No obstante, cuando las ratas obesas eran tratadas con CeO,@mSiO, se
observaba una reduccién del contenido de cerio en pulmén (70%) y bazo (34%)
comparado con las CeO,NPs libres.

Las CeO,@mSiO, reducen las concentraciones circulantes de TNF-a, TG y cLDL en las
ratas Zucker obesas.

Las ratas Zucker obesas presentaban un incremento del 45% de la citoquina
proinflamatoria TNF-a, la cual solo se normalizé tras el tratamiento con CeO,@mSiO..
Ambas nanoparticulas, y en mayor grado las CeO,@mSiO,, reducian las

concentraciones circulantes de TG y cLDL medidos por espectrofotometria (Figura 2).
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La reduccion de TG y cLDL fue del 23% y del 32%, respectivamente, con el tratamiento
con CeO,NPs libres, mientras con las Ce0,@mSiO, se consiguié una reduccidon mayor
del 38% y 42%, respectivamente. Cabe destacar que los efectos hipolipemiantes y
antiinflamatorios de los nanomateriales de CeO, se observaron 5 semanas después de
su administracion, mostrando una actividad a largo plazo comparado con los
antioxidantes clasicos.

4. Las CeO,@mSiO, reducen las concentraciones circulantes de PA en ratas Zucker
obesas.
Con la finalidad de evaluar el efecto de los nanomateriales de CeO, sobre el perfil
lipidico, se determind los acidos grasos totales y el lipidoma en suero por GC-MS. Los
componentes lipidicos principales del suero (TG, CE, fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) y NEFA), se aislaron mediante extraccién en fase sélida y
posterior derivatizacion de los acidos grasos.
Se observé una reduccion de los acidos grasos totales (Figura 2), tanto saturados como
insaturados. Ambos nanomateriales disminuian las concentraciones de C18:0,
C18:1n9t, C20:3n6 y C22:6n3. Ademas, las CeO,@mSiO, reducian significativamente el
PA (C16:0) y otros acidos grasos (C14:1, C16:1, C18:1n9c, C18:2n6t and C18:3n3)
(Figura 3).
Referente al lipidoma, las ratas Zucker obesas presentaban un incremento en suero de
todas las fracciones lipidicas (TG, CE, PC y PE), excepto los NEFA. Las ratas Zucker
obesas tratadas con nanomateriales de CeO, mostraron una reduccion de los acidos
grasos derivados de TG, los cuales disminuian un 44% en ratas tratadas con CeO,NPs y
un 51% en las ratas tratadas con CeO,@mSiO,. Especificamente ambos
nanomateriales reducian de forma similar los 4cidos grasos insaturados de la fraccidn
de TG (53%), mientras los acidos grasos saturados eran reducidos en mayor proporcién

por parte de las CeO,@mSiO, (49%) comparado con las CeO,NPs libres (32%). Esto se
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debe al efecto de las CeO,@mSiO, reduciendo el PA de la fraccién de TG (53% vs.
39%). En global, ambos nanomateriales reducian en mas de un 70% el acido linoleico
(C18:2n6¢) y araquiddnico (C20:4n6), y entre 40-60% otros acidos grasos (C16:1, C18:0,
C18:1n9c, C18:1n9t, C18:2n6t, and C18:3n3). Por el contrario, mientras las CeO,NPs
producian una disminucién significativa del 64% del total de PE, esta reduccién
representaba solo el 23% en las ratas tratadas con CeO,@mSiO,, debido al efecto
diferencial en la reduccién del contenido de C20:4n6 de la fraccién de PE por parte de
las CeO,NPs (81%) comparado con las CeO,@mSiO, (33%). Por ultimo, ambos
nanomateriales no reducian de forma significativa las fracciones de CE, PC o NEFA.

Las CeO,@mSiO, mejoran la expresion génica en higado y tejido adiposo de genes
relacionados con sindrome metabélico e inflamacidn en ratas Zucker obesas.

Dado el efecto antioxidante y la distribucién hepatica mayoritaria de los
nanomateriales de CeO,, se evalud el efecto sobre la expresion hepdtica de genes
relacionados con MAFLD y resistencia a la insulina utilizando un array comercial
customizado que incluia 88 genes diferentes (Figura 4). Las ratas Zucker obesas
mostraron un incremento global en la expresion de genes en comparacién con las
ratas Zucker delgadas. En concreto, un 76% de los genes estaban sobreexpresados
(20% de forma significativa), entre los cuales se sobreexpresaban significativamente
los genes Slc2a4, Cd36, Elovl6, G6pd, Apoal asi como otros genes del metabolismo de
lipidos y carbohidratos, vias de sefializacién de adipocinas y apoptosis. En cambio,
solamente el 24% de los genes estaban infraexpresados (3% de forma significativa) en
las ratas Zucker obesas. El tratamiento con nanomateriales de CeO, mostré un efecto
inhibitorio en la expresidn de dichos genes sobreregulados en las ratas obesas, siendo
mas notable en el grupo tratado con CeO,@mSiO,. Especificamente las CeO,NPs libres
reducian la expresion del 68% de los genes (8% de forma significativa) mientras las

Ce0,@mSiO, disminuian el 92% de los genes (15% significativamente). De forma
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interesante, la reduccidn a nivel circulante de TNF-a se asociaba a nivel hepatico con la
inhibicion de los genes implicados en la via PI3K/mTOR/AKT.

Se evalué también el efecto de los nanomateriales en la esteatosis hepdatica por
histologia y se analizé el lipidoma a nivel hepatico, sin observarse efectos significativos
en los animales tratados con CeO,NPs.

Por ultimo, se estudid las propiedades de los nanomateriales de CeO, en el tejido
adiposo de las ratas obesas utilizando un array comercial customizado que incluia 88
genes relacionados con funciones orexigénicas, anorexigénicas y de gasto energético,
asi como genes involucrados en la infiltracién de macréfagos (Figura 4). En el tejido
adiposo de las ratas obesas se observé un incremento en la expresion del 82% de los
genes analizados (14% de forma significativa), mientras solo el 18% de los genes
estaban infraexpresados (5% de forma significativa). Dichas desregulaciones fueron
revertidas con el tratamiento con los nanomateriales de CeQO,. De forma similar al
higado, las CeO,@mSiO, ejercian un mayor efecto, reduciendo el 88% de los genes
sobreexpresados (6% de forma significativa) comparado con el 76% (3% de forma

significativa) con las CeO,NPs libres.

En resumen, las CeO,@mSiO,, con un proceso de sintesis que favorece su adaptabilidad, se
postulan como una estrategia terapéutica hipolipemiante y antioxidante de larga duracién y
segura para tratar las comorbilidades metabdlicas asociadas a la obesidad (Esquema 1). Esta
aproximacién terapéutica podria aplicarse también al tratamiento de otras enfermedades
metabdlicas relacionadas con hiperlipidemia, inflamacién crénica de bajo grado y estrés

oxidativo.
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Introduction

Mesoporous silica coated CeO, nanozymes with
combined lipid-lowering and antioxidant activity
induce long-term improvement of the metabolic
profile in obese Zucker ratst

Marina Parra-Robert, i Muling Zeng,1° Ying Shu,® Guillermo Fernandez-Varo,><
Meritxell Perramon,? Diti Desai,® Junhao Chen,® Dongdong Guo,® Xu Zhang,®
Manuel Morales-Ruiz, ©2<¢ Jessica M. Rosenholm, £ *4 Wladimiro Jiménez, & 2<
Victor Puntes, & *9" Eydald Casals @ *° and Gregori Casals & *2¢

Obesity is one of the most important public health problems that is associated with an array of metabolic
disorders linked to cardiovascular disease, stroke, type 2 diabetes, and cancer. A sustained therapeutic
approach to stop the escalating prevalence of obesity and its associated metabolic comorbidities remains
elusive. Herein, we developed a novel nanocomposite based on mesoporous silica coated cerium oxide
(CeO,) nanozymes that reduce the circulating levels of fatty acids and remarkably improve the metabolic
phenotype in a model of obese Zucker rats five weeks after its administration. Lipidomic and gene
expression analyses showed an amelioration of the hyperlipidemia and of the hepatic and adipose meta-
bolic dysregulations, which was associated with a down-regulation of the hepatic PI3K/mTOR/AKT
pathway and a reduction of the M1 proinflammatory cytokine TNF-a. In addition, the coating of the CeO,
maximized its cell antioxidant protective effects and minimized non-hepatic biodistribution. The one-pot
synthesis method for the nanocomposite fabrication is implemented entirely in aqueous solution, room
temperature and open atmosphere conditions, favoring scalability and offering a safe and translatable
lipid-lowering and antioxidant nanomedicine to treat metabolic comorbidities associated with obesity.
This approach may be further applied to address other metabolic disorders related to hyperlipidemia,
low-grade inflammation and oxidative stress.

certain forms of cancer.'”” Currently, lifestyle therapies, phar-
macotherapy, and bariatric surgery are available approaches to

The worldwide epidemic condition of obesity has been increas-
ing tremendously over the past decades, and it is nowadays
recognized as one of the most serious public health problems
because of its prevalence, costs, and associated metabolic
comorbidities, such as cardiovascular diseases, type 2 diabetes
mellitus, metabolic associated fatty liver disease (MAFLD), and
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treat obesity. However, most of the therapies show low effec-
tiveness and/or undesired systemic side effects and surgery is
associated with high risks.®” Therefore, establishing a sus-
tained, effective, and safe treatment to stop the escalating
prevalence of obesity and its associated metabolic conditions
is an urgent requirement still largely unmet.
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It has been demonstrated that oxidative stress and systemic
low-grade inflammation are the underlying mechanisms
linking obesity with its metabolic comorbidities.'” In this
context, the use of antioxidant substances to disrupt the acti-
vation of the feedback loop between oxidative stress and the
inflammatory processes has been considered a promising
therapeutic approach over the last decades.' ™"’ A wide range
of protective effects against obesity comorbidities has been
described for many antioxidant treatments such as flavonoids,
arginine, vitamin C, vitamin E, carotenoids, resveratrol, and
selenium.'™'* Also, diets rich in antioxidants such as mono-
unsaturated fatty acids (MUFAs), w-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), vitamin C or vitamin E, have been associated
with a lower risk of developing metabolic abnormalities."
However, despite the preclinical success, clinical studies with
antioxidant rich-diets or purified antioxidant substances show
controversial results in the prevention and treatment of cardio-
metabolic diseases.’'*'*"'® This has been attributed to their
poor stability, short half-life, easy degradation by proteolytic or
gastrointestinal enzymes, and low bioavailability at the site of
action, which limits their efficacy in vivo.'”'*

Recently, advances in nanomaterials synthesis and bioengi-
neering are offering different nanoscale agents such as anti-
oxidant nanoparticles (NPs),'” also described as nanozymes®’
or Reactive Oxygen Species (ROS) based nanomedicines,*" that
overcome the limitations of classical antioxidants. These
materials allow functionalization for targeted delivery, show
longer residence time in tissues, and a selfregenerating
activity that provides a long-time protective action at low
doses."® Amongst them, cerium oxide nanoparticles (CeO,NPs)
are broadly used for their ability to participate in the diversity
of cross-reactions between ROS and inflammation by mimick-
ing the activity of many endogenous antioxidant enzymes (e.g.,
superoxide dismutase, catalase, and peroxidase) and to modu-
late cellular microenvironments.'” Furthermore, and in con-
trast with other nanozymes, CeO,NPs have been shown to
directly interfere with the cell metabolism of fatty acids
in vitro.** This makes CeO,NPs especially attractive to be evalu-
ated as therapeutic agents in obesity. However, their in vivo
effects on metabolic profiles associated with low-grade chronic
inflammation are unknown. In addition, likewise other prom-
ising nanomedicines, its anti-inflammatory activity has been
only proved in models of systemic or local severe inflam-
mation.'” Moreover, due to their small size, these NPs gener-
ally show a high tendency to agglomerate in physiological
media, losing its nanoscale properties and inducing undesir-
able proinflammatory immune responses, as we recently
reviewed.'”** Even more, the lack of reproducible and scalable
protocols to obtain well-dispersed NPs are also pointed out in
recent discussions about the limited number of nanomaterials
that have reached clinical practice.** All these, inevitably raises
concerns and doubts among scientists, clinicians, and
funding agencies about the potential of nanomedicine.***

To address these challenges, we set out to design a novel
nanozyme composite based on 5 nm CeO, nanozymes
embedded inside a mesoporous silica (mSiO,) shell. In terms
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of biocompatibility and safety, silica is an excellent substance
and it has been classified as “Generally Recognized as Safe”
(GRAS) by the FDA. The mSiO, coating maximized the stability
in physiological media and the ROS-scavenging activity of the
CeO, nanozymes, and minimized their non-hepatic biodistri-
bution, thus improving their safety profile. Moreover, the syn-
thesis method is entirely implemented in aqueous solution
and at room temperature, which favors biocompatibility and
scalability, thus potentially enabling rapid clinical translation.
Further, the nanocomposites were administered to the experi-
mental genetic model of obese Zucker rats, a model of mild
inflammation that spontaneously develops a range of meta-
bolic disorders which mimics in many ways the metabolic
comorbidities associated to obesity in humans. Overall, results
show that the nanocomposites improved the metabolic pheno-
type associated with obesity, reduced hyperlipidemia by
decreasing the circulating levels of triglycerides, LDL-chole-
sterol and palmitic acid, among others, and ameliorated
obesity-induced gene expression dysregulations in the liver
and adipose tissue five weeks after administration. These find-
ings expand the several proposed therapeutic applications of
CeO, nanozymes, in which models of severe inflammation are
commonly employed, by demonstrating a long-term improve-
ment of the metabolic alterations associated with mild inflam-
mation in obesity using a safe and translatable CeO, based
nanocomposite with combined lipid-lowering and antioxidant
activities. Furthermore, this approach can be applied to other
conditions related to low-grade inflammation and oxidative
stress, key mechanisms in the progression of different preva-
lent diseases.””

Results and discussion

Mesoporous silica coating improves CeO, stability, antioxidant
activity, and cell protection

For the synthesis of the CeO,@mSiO, nanocomposites we
developed a one-pot synthesis method in aqueous media and
at room temperature based on the adjustment of the different
parameters of the sol-gel process for the silica shell formation
(Fig. 1a). Our method allows to obtain nanocomposites of
~50 nm. This size was chosen since it is in the range of sizes
that displays the highest cellular uptake,***° permeability
through the liver leaky vasculature associated with inflamma-
tory diseases’** and liver accumulation.”® To this, CeO,NPs
cores (5 nm) were synthesized by the chemical precipitation at
basic pH of cerium nitrate (10 mM) with ammonium hydrox-
ide (NH,OH; 27 mM). Afterward, the pH was adjusted with
additional amounts of NH,OH to the required basic con-
ditions for core stability and mSiO, coating (pH = 10). For the
encapsulation of the CeO, cores, the sequential addition of a
solution of absolute EtOH (at 1:4 v/v EtOH:H,O ratio) and
CTAB (~1:30 (w/w) cores:CTAB ratio) as structure-directing
agent, formed the CTAB-overcoated CeO,NPs. Subsequently,
with the addition of TEOS (1:3 CTAB: TEOS) and stirring over-
night, the silica condensation reaction took place, yielding

Nanoscale, 2021,13, 8452-8466 | 8453
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Fig. 1 Characterization of the CeO,NPs and CeO,@mSiO, nanocomposites, and their antioxidant activity and cellular protection. (a) Schematic
illustration of the one-pot synthesis method developed to obtain the designed CeO,@mSiO, nanocomposites. (b) Representative TEM images of
CeONPs and CeO,@mSiOz nanocomposites. Scale bars: 20 nm and 50 nm respectively. Additional TEM images and corresponding size distribution
are in Fig. S1.7 (c) High-angle annular dark-field (HAADF) images of the nanocomposite and the elemental mapping of Ce. (d) High Resolution TEM
image analysis of the non-coated CeO; cores (left) and mSiO, coated (right), showing the maintenance of the crystalline structure of the CeO»
inside the shell. (e) Bright and dark-field TEM images of the nanocomposites uptaken by HepG2 cells. The crystallinity of the CeO, makes them easy
to distinguish from the amorphous cellular structures under dark-field. (f) Time evolution of the hydrodynamic diameter, Dy, of both nanomaterials
dispersed in cell culture media (DMEM + 10%FBS), measured by DLS. (g) Effect of CeO,NPs and CeO,@mSiO, on ROS production (right) and cell via-
bility (left) of HepG2 cells treated with vehicle (control), H>O,, or H>O> with nanocomposites. Data are presented as the mean + SEM of at least
three independent experiments *p < 0.01 vs. control, #p < 0.01 vs. H>0..

monodisperse CeO,@mSiO, nanocomposites. Finally, the
purification and CTAB removal of the nanocomposites was
performed by washing three times with a solution of
ammonium nitrate (2 g L™"), a highly efficient ion-exchange
method that ensures complete CTAB elimination.**

Fig. 1b-d shows the characterization of the CeO,@mSiO,
nanocomposites. TEM images of the CeO,NPs before and after
encapsulation with the mesoporous shell are in Fig. 1b. The
final composite size was 53.8 + 8.7 nm and the CeO,NPs cores
size was 5.3 + 0.8 nm, calculated by image analysis based on
transmission electron microscopy (TEM) images (Fig. S1f).

8454 | Nanoscale, 2021, 13, 8452-8466

The HR-TEM image analysis (Fig. 1d) and the comparison of
the X-Ray Diffraction patterns (Fig. S2f) confirms the crystal-
line structure of the CeO, cores inside the shell. TEM images
revealed that none of the CeO,NPs were outside the shell. In
addition, the similar UV-VIS spectra of the CeO,NPs cores
before and after mSiO, coating confirmed the successful
coating of all the initial CeO,NPs without inducing NPs aggre-
gation or degradation (Fig. S21). Importantly, contrary to the
non-coated CeO,NPs, the mSiO, encapsulation allowed main-
tenance of the colloidal stability in physiological media. We
monitored the hydrodynamic diameter (Dy) and the
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(-potential of the CeO,NPs and the nanocomposites in cell
culture media (DMEM + 10%FBS) over time. Both CeO,NPs
and CeO,@mSiO, showed a Dy; increase during the first day of
incubation (Fig. 1f) and a decrease of their negative {-potential
reaching similar values as the proteins in the cell culture
medium (Fig. S2), which is consistent with the formation of a
protein-corona.‘;5 In the case of CeO,@mSiO,, both average
size and monodispersity were maintained for the following 7
days. Conversely, free CeO,NPs showed a continuous increase
of the Dy; and polydispersity index (Fig. 1f).

Next, we evaluated whether the mesoporous coating
affected the antioxidant capacity of the CeO,NPs. The protec-
tive effects of free CeO,NPs and CeO,@mSiO, nanocomposites
against hydrogen peroxide (H,0,)-induced cytotoxicity were
assessed in the human hepatic cell line HepG2. Fig. 1g shows
the ROS levels and cell viability when CeO,NPs and
Ce0,@mSIiO, were used at 1 pg mL™" of CeO,, a dose that pre-
viously has been confirmed to display higher antioxidant
activity and cell protective effects.”**® ROS levels were
decreased by 60% when using free CeO,NPs and, remarkably,
the antioxidant activity of CeO,@mSiO, nanocomposites was
two-fold higher and led to a complete recovery of the basal
values of ROS (Fig. 1g). In agreement with these results, cell
viability was increased from 86 + 1.1% (H,0, stimulated cells)
to 91 + 1.1% (CeO,NPs) and 94 + 2.6% (CeO,@mSiO,)
(Fig. 1g). None of these effects were observed when using pure
mSiO, nanoparticles. The cellular uptake of CeO,@mSiO, and
free CeO,NPs after cell culture treatments was confirmed by
TEM images (Fig. le and Fig. S3f), and in both cases, the
CeO,NPs are observed within endosome-like organelles.
Altogether, these data demonstrate the increased stability in
the physiological media of the mSiO, encapsulated small-sized
CeO, cores, which is translated to an enhancement of their
antioxidant activity and cellular protection.

Ce0O,@mSiO, are well tolerated in obese Zucker rats and
reduce the presence of NPs in non-targeted organs

Once identified the improved physicochemical and anti-
oxidant properties of the CeO,@mSiO, nanocomposites, we
evaluated whether these benefits could be translated to the
treatment of mild inflammation, which challenges the onset
of therapeutic effects. To this, the in vivo activity of the
CeO,@mSiO, in low-grade inflammation associated with
obesity was assessed and compared with free CeO,NPs in the
experimental genetic model of obese Zucker rats. Compared to
lean Zucker rats, obese Zucker rats presented significantly
increased body weight, adipokines, and lipemia (Table S1}).
The protective effects of CeO,@mSiO, were evaluated by asses-
sing the metabolic alterations in four groups of Zucker rats:
lean rats receiving saline solution, and obese rats receiving
saline solution, free CeO,NPs or CeO,@mSiO,. At 8" and 9™
week ages, rats were anesthetized by isoflurane inhalation, and
vehicle (500 pL), CeO,NPs (0.1 mg kg ') or CeO,@mSiO,
(0.1 mg kg™') were intravenously (i.v.) injected twice a week
(Fig. 2a). Animals were euthanized by isoflurane overdose on
week 14™. No exacerbating effect of any metabolic disturbance
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or induction of organic toxicity was observed after the treat-
ment with nanomaterials (Fig. 2b and Table S17).

The accumulation of cerium (Ce) in different tissues of
obese Zucker rats was also analyzed at week 14", As expected,
Ce was mainly present in the liver and spleen regardless of
being administered as free CeO,NPs or embedded in the
mSiO,. Regarding non-hepatic tissues, less Ce was observed in
the case of CeO,@mSiO, administration. Rats treated with
CeO,@mSiO, presented a significant 70% lower Ce content in
the lung (p = 0.004) and a 34% reduction in the spleen (p =
0.18), when compared to the administration of free CeO,NPs
(Fig. 2c). These results are in agreement with different studies
showing the increased accumulation of naked NPs in the
lungs due to their aggregation,”” and indicate that our meso-
porous encapsulation approach for small-sized NPs is a safer
design for their iwv. administration. Besides, the easy
functionalization of the silica surface may allow an improved
controlled biodistribution of different NPs for different clinical
applications.

Ce0,@mSiO, reduces circulating levels of TNF-x, triglycerides,
and LDL-cholesterol in obese Zucker rats

To evaluate the therapeutic potential of the CeO,NPs and
CeO,@mSiO, nanocomposites in low-grade inflammation
associated with obesity, we first measured the adipokines
serum levels in obese Zucker rats treated with both nano-
materials. Obese rats presented a 45% increase of TNF-u,
which was normalized only after CeO,@mSiO, treatment
(Fig. 2d and Table S1f). Importantly, TNF-« is a major M1-like
proinflammatory cytokine involved in the low-grade inflam-
mation associated with metabolic alterations linked to
obesity.”**" Moreover, CeO,NPs and, to a higher extent,
CeO,@mSiO, remarkably reduced triglycerides (TG) and LDL-
cholesterol (Fig. 2d and Table S1f), which are well-known
main  risk  factors  for  cardiovascular  diseases.
Spectrophotometric assays showed that serum levels of TG and
LDL-cholesterol were reduced by 23% and 32%, respectively,
when treated with CeO,NPs, whereas they were further
reduced to 38% and 42% when treated with CeO,@mSiO,.
This is consistent with the known role of TNF-u in lipid
metabolism?*®*®***! and with previous results showing the
ability of CeO,NPs to revert the proinflammatory phenotype
and induce macrophage polarization from M1, which obtain
energy through glycolysis, to M2, which uses oxidative metab-
olism.”* Remarkably, the TNF-a reduction and lipid-lowering
effects were observed 5 weeks after the administration of the
treatment, showing a long-term activity compared with classi-
cal antioxidants.

Ce0,@mSiO, decreases circulating palmitic acid levels in
obese Zucker rats

Hepatic redox imbalance has been identified as a causal deter-
minant of metabolic traits such as hyperlipidemia associated
with obesity and insulin resistance.” As the antioxidant and
anti-inflammatory properties of CeO, based nanomaterials are
well described,'”'%3¢*%45 the next step of our analysis focused
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Fig. 2 CeO.@mSiO, decrease non-hepatic biodistribution of Ce and reduce hyperlipidemia and TNF-« in obese Zucker rats. (a) Schematic illus-
tration of the treatment of Zucker rats with the free CeO,NPs and the nanocomposites CeO,@mSiO,, and analyses performed. (b) Haematoxylin-
eosin staining of representative liver sections from lean (1) and obese rats receiving vehicle (2) or treated with CeO,NPs (3) or CeO,@mSiO; (4). (c)
Top. Biodistribution of Ce in tissues of obese Zucker rats receiving CeO,NPs or CeO,@mSiO,. Organs were collected 5 weeks after the last NPs
administration and were evaluated for Ce concentration using ICP-MS. Below. Relation of Ce accumulation in spleen/liver and lung/liver using
CeO2NPs or Ce0,@mSiO;, and graph of body weight development. Results are given as means + SEM. *p < 0.05 vs. CeO,NPs (d) Serum levels of tri-
glycerides, LDL-cholesterol, TNF-«, and total fatty acids in lean Zucker rats receiving vehicle and obese Zucker rats receiving vehicle or treated with
CeO,NPs or CeO,@mSiO,. Results are given as means + SEM. *p < 0.05 compared with lean Zucker rats receiving vehicle; #p < 0.05 compared with

obese Zucker rats receiving vehicle.

on their lipid-lowering effects. Serum fatty acids (FA) and lipi-
dome were investigated in obese Zucker rats treated with
CeO,NPs or CeO,@mSiO,. In agreement with the spectropho-
tometric results, the mass spectrometric analysis showed a sig-
nificant reduction of total FA in serum that included saturated
and unsaturated FA (Fig. 2d). Both nanomaterials significantly
reduced C18:0, C18:1n9t, C20:3n6, C22:6n3 and C23:0. In
addition, CeO,@mSiO, also significantly reduced palmitic

8456 | Nanoscale, 2021, 13, 8452-8466

acid (C16:0) and other five FA (C14:1, C16:1, C18:1n9c,
C18:2n6t and C18:3n3) (Fig. 3a and Table S2f). In order to
better understand the effects on circulating lipids, principal
lipids components were isolated by solid phase extraction and
derived FA were determined by GC-MS. The lipidomic analysis
revealed that obese rats presented higher serum levels of TG,
cholesterol esters (CE), phosphatidylcholines (PC), and phos-
phatidylethanolamines (PE) compared with lean rats (Fig. 3b).

This jounal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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compared with obese Zucker rats receiving vehicle.

The effects of both nanomaterials were found to be related
almost exclusively to a diminution of TG-derived FA levels,
which were reduced 44% in rats treated with CeO,NPs and
51% in rats treated with CeO,@mSiO,. The analysis of the lipi-
dome showed that both nanomaterials similarly reduced TG-
derived unsaturated FA (53% reduction) (Fig. 3d), whereas the
effect on the reduction of TG-derived saturated FA was greater
in rats treated with CeO,@mSiO, (49%) compared with rats
treated with free CeO,NPs (32%) (Fig. 3c). This was due to a
more significant effect of CeO,@mSiO,, reducing the content
of palmitic acid in TG (53% vs. 39%). By contrast, similar
effects of both nanomaterials were observed in the reduction
of FA other than palmitic acid in TG that included a highly
remarkable reduction (>70%) of the proinflammatory and

This jounal is © The Royal Society of Chemistry 2021

proadipogenic omega-6 FAs linoleic acid (C18:2n6c) and ara-
chidonic acid (C20:4n6).*>*” Other TG-derived FA such as
C16:1, C18:0, C18:1n9c, C18:1n9t, C18:2n6t, and C18:3n3 were
also reduced between 40 and 60% (Fig. 3c and d). On the con-
trary, the nanomaterials did not significantly reduce CE, PC, or
non-esterified fatty acids (NEFA) levels. Finally, whereas
CeO,NPs produced a significant 64% decrease of total PE, this
reduction account only for 23% in rats treated with
CeO,@mSiO, (Fig. 3b). This was related to a significant differ-
ence in the reduction of the content of C20:4n6 in PE (81% vs.
33%). Collectively, these data demonstrate that CeO, nano-
materials remarkably decreased TG-derived FA in the serum of
obese Zucker rats, and that the nanocomposite CeO,@mSiO,
formulation induces a more significant reduction of the palmi-
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tic acid, the most abundant and cytotoxic proinflammatory
saturated FA.

Ce0,@mSiO, improves liver and adipose tissue expression of
genes related to metabolic and inflammatory signals in obese
Zucker rats

Given the redox activity and main hepatic distribution of CeO,
nanomaterials, we next evaluated whether the reduction of
TNF-« circulating levels and lipid-lowering effects were associ-
ated with an improvement of the hepatic gene expression of
obese rats. For this, total RNA obtained from the liver of
Zucker rats was analyzed using a customized array of 88 genes
involved in adipokine signaling, inflammatory response, apop-
tosis, carbohydrate and lipid metabolism, insulin signaling,
and oxidative phosphorylation pathway. Fig. 4a shows the
overall up-regulation of the analyzed genes in obese Zucker
rats. Specifically, 76% of the genes were up-regulated (20% sig-
nificantly), whereas only 24% were down-regulated (3% signifi-
cantly). A significant increase was observed in the expression
levels of Slc2a4, Cd36, Elovl6, G6épd, Apoal as well as other
genes involved in carbohydrate and lipid metabolism, adipo-
kine signaling, and apoptosis (Table S31). Treatment with
nanomaterials exerted a predominantly inhibitory effect
against the obesity-induced up-regulation of hepatic gene
expression (Fig. 4a), which was more remarkable in the group
treated with CeO,@mSiO,. Specifically, CeO,NPs reduced the
expression of 68% of the genes (8% significantly), while
CeO,@mSiO, reduced the expression of 92% of the genes
(15% significantly) (Tables S4 and S57).

In agreement with the systemic reduction of TNF-a levels,
this cytokine was also found to be down-regulated in the liver
of obese treated rats. Further evidence of the protective hepatic
effect of CeO, nanomaterials was provided by the normaliza-
tion of the expression of Mtor and Aktl, where multiple
inflammatory and metabolic signals converge, and Pik3ca,
which encodes for the catalytic subunit of phosphatidyl-
inositol 3-kinase and is an essential downstream target of TNF
receptor 2. This agrees with the overall inhibition of gene
expression related to insulin signaling and lipid metabolism
and transport and strongly suggested the inhibition of the
PI3K/AKT/mTOR pathway in the liver, which is involved in the
activation of de novo lipogenesis and gluconeogenesis and
tumorigenesis. Significantly, a reduced phosphorylation of
proteins involved in the PI3K/mTOR pathway has been pre-
viously observed in hepatic cells under oxidative stress treated
with CeO,NPs,*® and the efficacy of CeO,NPs in experimental
hepatocellular carcinoma has been recently demonstrated.*” In
the same direction, both nanomaterials also down-regulated
STAT-3, a factor involved in tumor development in obesity and
MAFLD linked to oxidative and inflammatory environments
even in the absence of NASH or fibrosis.”®*' Furthermore,
expression of Slc2a4 (encoding the insulin-regulated glucose
transporter) and Abcgl (involved in lipid homeostasis) was
down-regulated in obese rats by both nanomaterials.
Additional effects were observed by CeO,@mSiO, treatment in
comparison with free CeO,NPs, including the significant
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down-regulation of 8 additional essential genes in oxidative
phosphorylation (Ndufb6), lipid transport and metabolism
(Apoa1l, Lpl, Abcal), insulin signaling (Insr, Pik3r1), apoptosis
(Mapk1) and carbohydrate metabolism (Gsk3b). Finally, it is
also noteworthy that the expression of 12 genes related to
carbohydrate metabolism (Gsk3b, Rbp4), insulin signaling
(Igf1, Igfbp1), and lipid metabolism and transport (Acsl5,
Acsm3, Cyp2el, Foxa2, Hmger, Nr1h3, Nr1h4, Slc27a5) was sig-
nificantly reduced in obese rats treated with CeO,@mSiO,
compared with those treated with free CeO,NPs (Table S67).
These results show a large protective effect of CeO,@mSiO,
against hepatic dysregulations associated with obesity and are
consistent with their increased ROS-scavenging properties and
their more significant reduction of TNF-« and palmitic acid.

Conversely to the previous observation of steatosis
reduction by CeO,NPs treatment in Wistar rats fed with meth-
ionine and choline-deficient (MCD) diet,”* assessment of liver
steatosis in obese Zucker rats by histological staining with Oil
red O and GC-MS lipidomic analysis did not show differences
before or after treatment (Fig. S4 and Table S7f). Given that
MCD diet is characterized by weight loss in contrast to the
increased adipose tissue of obese Zucker rats, the effects of
CeO, nanomaterials at the adipose tissue level were also
studied. Total RNA obtained from the adipose tissue of Zucker
rats was analyzed using an array of 88 essential genes involved
in obesity. As expected, obese Zucker rats presented an overall
up-regulation (Fig. 4b and Table S8f). Specifically, 82% of the
genes were up-regulated in obesity (14% significantly),
whereas only 18% were down-regulated (5% significantly).

Further, the treatment with CeO, nanomaterials reversed
most of the dysregulations induced by obesity in the adipose
tissue (Fig. 4b). Similar to the results observed in the liver, the
CeO,@mSiO, nanocomposites showed higher effects.
Specifically, the expression of 76% of the up-regulated genes
was reduced by CeO,NPs (3% significantly) and 88% by
CeO,@mSiO, (6% significantly). Tables S9 and S101 show the
genes significantly down-regulated by CeO,NPs and
CeO,@mSi0,, respectively, and Table S11} summarizes signifi-
cant gene expression results comparing their effects. Both
nanomaterials significantly down-regulated adipose tissue
expression of Nr3c1 (glucocorticoid receptor), which promotes
adiposity and associated metabolic disorders in fat-fed mice.>
This down-regulation was also observed in Ppargcl (master
regulator of mitochondrial biogenesis highly sensitive to
ROS),”* and C3 (important participant in lipid metabolism
that contributes to the metabolic syndrome and the low-grade
inflammation associated with obesity).”” Remarkably, when
using the CeO,@mSiO, nanocomposites, additional beneficial
effects were observed, including the normalization of several
genes involved in energy expenditure and metabolic rates (e.g
Agrp, Atrn, Adra2b, Drd1).

The specific molecular mechanisms that link the accumu-
lation of CeO, nanomaterials in the liver with their protective
effects in serum and adipose tissue needs to be further clari-
fied. However, our results point as one crucial factor the sig-
nificant effects found on the reduction of the hepatic M1

This joumnal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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proinflammatory cytokine TNF-a and the down-regulation of
PI3K/mTOR/AKT pathway, which play a major role in the regu-
lation of systemic inflammation, metabolism, and lipid
homeostasis.’® This is also consistent with the observed broad
beneficial regulation of gene expression in the adipose tissue,
which may further reduce hyperlipidemia and systemic inflam-
mation in a sort of positive feedback. Scheme 1 shows a
summary of the therapeutic effects of CeO, nanomaterials and
the proposed mechanisms. Altogether, these data indicate that
hepatic protective effects of nanomaterials also induce an
improvement of the adipose tissue and systemic metabolic dys-
regulations associated with obesity, and that these beneficial
effects are enhanced with the use of the CeO,@mSiO, nano-
composite formulation.

Experimental
Synthesis of CeO,@mSiO, nanocomposites and CeO,NPs

CeO,@mSiO, nanocomposites of 53.8 + 8.7 nm were syn-
thesized by wet-chemistry methods, at room temperature and
open atmospheric conditions. Equal volumes of aqueous solu-
tions of cerium(m) nitrate hexahydrate (Ce(NO3);; 20 mM) and
ammonium hydroxide (NH,OH; 54 mM) were mixed at a final
concentration of 10 mM and 27 mM respectively, and a final
volume of 7 mL. This mixture was kept under overnight stir-
ring to allow the formation of the CeO,NPs cores. Next, 3 mL
of a solution consisting on 10 mg mL™' of cetyltrimethyl-
ammonium bromide (CTAB) in a EtOH:H,O (2:1 v/v ratio)
was added dropwise under sonication to have a proper NP
cores dispersion during the CTAB overcoating process. This
was maintained under stirring for 30 minutes, and 60 pL of
Tetraethyl Orthosilicate (TEOS) was added dropwise.
Afterward, the solution was kept under stirring overnight to
allow the mesoporous SiO, shell formation. Finally, the
obtained core-shell NPs were centrifuged and resuspended
three times with a solution of ammonium nitrate in ethanol
(20 g L") for the CTAB removal. The particles were washed
and kept in EtOH for further use. In addition, CeO,NPs of
5 nm without the mesoporous coating were prepared similarly
by mixing the aqueous solutions of Ce(NO;); and NH,OH at
the conditions described above. Additional characterization of
the nanomaterials and instrumentation used can be found in
ESI and Fig. S1 and S2.}

Cell culture

HepG2 cells were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). This immortalized
human hepatocyte stable cell line can be repeatedly frozen,
thawed and propagated. HepG2 cells were seeded into 6-well
culture plates for internalization assessment, 96-well culture
plates for cell bioavailability analysis or 24-well culture plates
for ROS measurements. After seeding, cells were grown to con-
fluence in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), sup-
plemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 50 U mL™"
penicillin and 50 pg mL™" streptomycin, in a humidified atmo-
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sphere of 5% CO, at 37 °C. Thereafter, the cells were switched
to serum-free DMEM for 16 h. For cell stimulation and treat-
ment, old medium was removed and replaced with medium,
medium containing 1.5 mM H,0, (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) or medium containing 1.5 mM H,0, and CeO,NPs
or Ce0,@mSiO, (1 or 10 g mL ™).

TEM images of biological samples

Internalization of nanomaterials in HepG2 cells was assessed
using TEM. HepG2 cells were seeded (1.5 x 10° cells per well)
in 6-well plates and incubated with medium, medium with
CeO,NPs (10 pg mL™ ') and medium with CeO,@mSiO, (10 pg
mL™") for 24 h. Thereafter, cells were fixed in a 0.1 M phos-
phate buffer containing 2.5% glutaraldehyde and 2% parafor-
maldehyde. Cells were embedded in Spur’s resin and thin sec-
tions (50-55 nm) were cut and placed on copper grids. After
staining, the sections were examined at low electron power
microscope to increase contrast in a JEOL-1010 TEM (JEOL,
Tokyo, Japan) operated at 80 kV and equipped with a BioScan
camera (Gatan, CA, USA).

Cell viability analysis

Cell viability was assessed using the MTS technique (CellTiter
96; Promega, Madison, WI, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. In brief, cells were seeded (1 x 10° cells
per well) in 96-well plates and treated with medium, H,0,
(1.5 mM) or H,0, and CeO,NPs (1 pg mL™") or CeO,@mSiO;,
(1 pg mL™") for 90 min at 37 °C. Then, cells were washed twice
with Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) and CellTiter
reagent was added to each well. After incubation for 3 h at
37 °C to allow cells to bioreduce MTS, the absorbance of for-
mazan was measured at 490 nm (SpectraMax 340, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). The quantity of formazan is directly
proportional to the number of living cells in culture.

Reactive oxygen species measurement

Fluorescence spectrophotometry was used to measure ROS,
with 2/,7-DCFDA as the probe (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). DCF-DA readily diffuses through the membrane and is
enzymatically hydrolysed by intracellular esterases to the non-
fluorescent DCFH, which can then be rapidly oxidized to fluo-
rescent DCF in the presence of ROS. Cells were seeded in
24-well plates and incubated alone with medium or treated
with H,0, (1.5 mM) or H,0, in the presence of CeO,NPs (1 pg
mL™") or CeO,@mSIO, (1 pg mL™") for 90 min. Thereafter cells
were washed with HBSS and incubated with 10 pM DCF-DA in
Hanks Balanced Salt Solution for 40 min at 37 °C in the dark.
The supernatant was collected to measure the production of
ROS, and the intensity of DCF fluorescence was immediately
read in a fluorescence spectrophotometer (FLUOstar OPTIMA;
BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) at 485 nm for excitation
and at 520 nm for emission.

Animals and experimental design

Studies were performed in 40 male Zucker rats (Charles-River,
Saint Aubin les Elseuf, France). Six-week-old Zucker rats were
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Scheme 1 CeO,NPs and CeO,@mSiO; induce long-term improvement of the metabolic profile by addressing the low-grade chronic inflammation
and oxidative stress associated with obesity. The superior stability, ROS scavenging activity and improved biodistribution of the CeO>@mSiO, nano-
composites compared with free CeO,NPs allow a higher decrease of TNF-« and hepatic PI3K/mTOR/AKT pathway which are associated to a higher
reduction of hyperlipidemia, including LDL-cholesterol, TG and palmitic acid, as well as other FA and TG-derived FA. Furthermore, CeO,@mSiO,
nanocomposites showed a larger protective effect against hepatic and adipose tissue dysregulations associated to obesity. In the liver, the activity of
Ce0,@mSiO, nanocomposites reverses gene expression of obesity-related dysregulations and decreases key genes in adipokine signaling, inflam-
mation and apoptosis, oxidative phosphorylation, lipid transport and metabolism, insulin signaling and carbohydrate metabolism. This, in the
adipose tissue is reflected by an improvement of the obesogenic genes dysregulation, which generates a sort of positive feedback that further

improve systemic effects.

fed ad libitum with standard chow (Purina 5008) and water. On
week 8 and 9, Zucker rats were anesthetized by isoflurane
inhalation and i.v. injected (500 pL) with CeO,NPs (0.1 mg
kg™'), CeO,@mSiO, (0.1 mg kg™') or vehicle (saline solution
containing TMAOH 0.48 mM), twice a week. Four groups of 10
rats were studied: lean Zucker rats treated with vehicle, obese
Zucker rats treated with vehicle, obese Zucker rats treated with
CeO,NPs and obese Zucker rats treated with CeO,@mSiO,.
Weigh was recorded throughout the experimental study.
Animals were euthanized by isoflurane overdose on week 14.
Liver and adipose tissue specimens were obtained from each
animal, immediately frozen in dry ice, and stored at —80 °C.
Liver was also fixed in 10% buffered formalin for further ana-
lysis. A blood sample was also obtained to measure standard
liver and renal function tests in baseline conditions. All
animal procedures were approved by the Investigation and
Ethics Committee of Animal Experimentation of the University
of Barcelona (HCB/2018/0644) in accordance with Catalan
Government Decree 214/97.

This jounal is © The Royal Society of Chemistry 2021

Organ distribution of cerium in CeO,NPs or CeO,@mSiO,
treated obese Zucker rats

Eight obese Zucker rats treated with CeO,NPs (n = 4) and
CeO,@mSiO, (n = 4) were studied. Liver, spleen, heart, kidney,
lung, retroperitoneal adipose tissue and gastrocnemius muscle
were collected from 14-week-old obese Zucker rats that were
treated with CeO,NPs or CeO,@mSiO, at week 8th and 9th as
described in the experimental protocol. Samples were diluted
with an aqueous solution of HNO; 2% wj/w (Trace Metal Basis;
Sigma-Aldrich) and analyzed for cerium concentration by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS,
Agilent 7500; Agilent Technologies, California, USA). The
quantification was done by interpolation in a standard curve
obtained from a commercial 1000 ppm cerium standard
(Sigma-Aldrich).

Histological examination of liver steatosis

Liver sections from tissue fixed in 10% buffered formalin were
stained with haematoxylin-eosin (H&E) and images were
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acquired at 100x magnification with a microscope (Eclipse
E600; Nikon, Tokyo, Japan) and digital camera (RT-Slider Spot;
Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) to assess
liver steatosis. Hepatic lipid droplet quantification by Oil Red
was performed in frozen liver samples that were embedded in
Tissue-Tek® OCT compound (Sakura Finetek, Alphen aan den
Rijn, The Netherlands) and cut to a thickness of 3-5 pm in a
cryostat (Cryostat CM 1950; Leica Biosystems). Cryostat frozen
sections were stained with Oil Red O (ORO) solution (Sigma
Aldrich) for analysis of intracytoplasmic lipid droplets in the
liver. Images of ORO staining at 200x magnification were
obtained using Eclipse E600 microscope (Nikon, Tokyo, Japan)
and digital camera (RT-Slider Spot; Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, MI, USA).

Systemic effects of CeO,NPs and CeO,@mSiO, in Zucker rats

Standard parameters of liver and renal function, electrolytes
and lipid profile were measured in the BS-200E Chemistry
Analyzer (Mindray Medical International Ltd, Shenzhen,
China): albumin, alanine transaminase, aspartate transamin-
ase, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, creatinine, glucose,
potassium, sodium, total cholesterol, total proteins and tri-
glycerides. Circulating levels of inflammatory cytokines,
such as MCP-1, IL-1f and TNF-o, as well as insulin
and leptin hormones, were analysed using the Milliplex MAP
Rat Adipokine Magnetic Bead Panel (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). HOMA-IR was calculated by applying
the following formula: glucose (mmol L7') x insulin
(mIU L™Y)/22.5.

Serum and hepatic lipid profiling by mass spectrometry
analysis

Liver tissue (30-40 mg) or serum (100 pL) were homogenized
in chloroform: methanol (2:1, v/v, Scharlab, Barcelona, Spain
and PanReac AppliChem, Darmstadt, Germany, respectively)
containing 0.005% butylated hydroxytoluene (Sigma Aldrich,
Saint Louis, USA) and separated with water following the Folch
method. Methyl nonadecanoate was used as internal standard
(Sigma-Aldrich). After evaporation of the organic phase, the
residue was dissolved in methanol: hexane (4:1, v/v) and
transesterified (fatty acids methyl esters, FAME) with acetyl
chloride. Finally, the organic layer, subsequent to separation
with potassium carbonate at 6%, was analysed by gas chrom-
atography-mass spectrometry (GC-MS) leading to quantifi-
cation of total fatty acids. GC-MS analyses of FAME were per-
formed on a Shimadzu GCMS QP2010 Ultra instrument
(Kyoto, Japan). Final extracts were injected in splitless mode
(valve opened at 1 min) into the gas chromatograph interfaced
with a mass selective detector. Chromatographic separation
was achieved on a Sapines-5MS + capillary column (30 m x
0.25 mm internal diameter x 0.25 pm film thickness) from
Teknokroma (Barcelona, Spain) with helium as a carrier gas at
a constant velocity of 50 ecm s™'. The temperature program was
set to begin at 50 °C, maintained at this temperature for
1 min, elevated at 25 °C min™' to 200 °C, then increased at
3 °C min~" until 230 °C and finally maintained for 18 min at
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230 °C. The ion source and transfer line temperatures were set
at 270 °C and 280 °C, respectively. The mass detector was oper-
ated both in selected ion monitoring (SIM) and scan modes.
Identification and quantification of the FAME in the sample
extracts was achieved by mass spectrum and GC retention time
comparison with reference standards (Supelco 37 Component
FAME Mix, Sigma-Aldrich). Total fatty acids results are
expressed as pmol of FA per mg liver tissue and nmol mL™" of
serum.

Lipid species content was obtained from liver tissue
(50 mg) and serum (500 pL) samples that underwent Folch
extraction (chloroform : methanol: water, 8:4:3, v/v) as men-
tioned above. Glyceryl trinonadecanoate (TG 19:0/19:0/19:0,
Sigma Aldrich, Madrid, Spain), cholesteryl heptadecanoate (CE
17:0), 1,2-dinonadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PC
19:0/19:0), 1,2-dipentadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanola-
mine (PE 15:0/15:0) and nonadecanoate (C19:0) were used as
internal standards. Separation of triglycerides (TG), cholesterol
esters (CE), phosphatidylcholines (PC), phosphatidylethanola-
mines (PE) and non-esterified fatty acids (NEFA) from total
lipid liver extracts dissolved in chloroform was performed by
solid-phase extraction (SPE) using aminopropyl silica columns,
as previously described."? First, the CE and TG fractions were
eluted with chloroform. Thereafter, PC were eluted with
chloroform: methanol (3:2, v/v), PE were eluted with metha-
nol and finally NEFA were eluted with chloroform : methanol :
acetic acid (100:2:2, v/v). In order to isolate CE and TG, the
first fraction was evaporated under nitrogen stream, dissolved
in hexane (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) and trans-
ferred to a fresh preconditioned aminopropyl silica column
preconditioned with hexane. Then CE were eluted with
hexane, and TG were eluted with hexane:chloroform:
ethylacetate (100:5:5, v/v). All solvent fractions containing
isolated lipids were dried under nitrogen stream and
transesterified into FAME with 0.5 M sodium hydroxide
(NaOH) and boron trifluoride (Sigma Aldrich, Saint Louis,
USA, B1252) in methanol. Final extracts were analysed by GC-
MS under the conditions described above. Lipid species
results are expressed as pmol of FA per mg liver tissue and
nmol mL™" of serum.

For the study of oxysterols in the liver, Folch extraction was
performed as described, using as internal standards chole-
sterol-d7 and 7p-hydroxycholesterol-d7 (Sigma-Aldrich - Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania). The residue was dissolved in
50 pL pyridine and 50 pL N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroaceta-
mide (BSTFA) with 1% trimethylchlorosilane (TMCS) (BSTFA/
TMCS), followed by a microwave-assisted derivatization during
3 minutes, and injection into the GC-MS. GC-MS analyses
were performed on a Shimadzu GCMS QP2010Ultra instru-
ment. The final extract was injected in split-less mode with a
sampling time of 1 min into the gas chromatograph interfaced
with a mass selective detector. The GC was equipped with a
Sapines-5MS + capillary column (30 m length x 0.25 mm inner
diameter x 0.25 pm film thickness; Teknokroma, Sant Cugat
del Vallés, Spain). Helium was used as a carrier gas at a con-
stant velocity of 50 em s™'. Oven temperature was held at
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100 °C for 3 min, elevated from 100 °C to 240 °C at a rate of
20 °C min~', then linearly increased until 300 °C at 30 °C
min ' and finally temperature was maintained for 18 min at
300 °C. The ion source and interface temperatures were set to
250 °C and 280 °C, respectively. Mass detector was operated
both in SIM and SCAN modes. Identification of oxysterols was
achieved in comparison with known standards of cholesterol,
7p-hydroxycholesterol,  7a-hydroxycholesterol,  cholesterol
5a,60-epoxide and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol (Sigma-Aldrich).
Results are expressed as pg of oxysterols per g liver or ratio
with the internal standard.

Hepatic messenger expression of inflammatory and steatosis
genes in obese Zucker rats

Gene expression was evaluated on liver tissue from 16 Zucker
rats, four from each experimental group. Total RNA was
extracted from the liver of lean and obese Zucker rats using a
RNA extraction column kit (RNAeasy, Qiagen) and its quality
(ratios 260/280 ~2 and 260/230 >1) and concentration was
assessed by spectrophotometry (ND-100 spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific). RNA samples were treated with
RNase-Free DNAse set (Qiagen) to remove residual DNA. Total
RNA (500 ng) was reverse-transcribed into ¢cDNA using an RT2
first-strand kit (Qiagen). Finally, real-time PCR array was per-
formed using the RT2 Modified PCR Array Rat Fatty Liver
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. This
array was partially modified by the manufacturer with the
addition of four genes of interest (Elovl5, Elovle, Hsd17b13
and Nox4). The modified fatty liver array profiles the
expression of 88 key genes involved in the mechanisms of
metabolic associated fatty liver disease (MAFLD) and hepatic
insulin resistance, belonging to different pathways such as adi-
pokine signalling, inflammatory response and apoptosis,
carbohydrate metabolism, insulin signalling, lipid metabolic
pathways and oxidative phosphorylation: Abcal, Abcg1, Acaca,
Acadl, Acly, Acoxl, Acsl5, Acsm3, Adiporl, Adipor2, Aktl,
Apoal, Apob, Apoc3, Apoe, Atp5cl, Casp3, Cd36, Cebpb, Cnbp,
Cptla, Cpt2, Cyp2el, Cyp7al, Dgat2, Elovl5, Elovl6, Fabpi,
Fabp3, Fabp5, Fas, Fasn, Foxa2, Gé6pc, G6pd, Gek, Gk, Gsk3b,
Hmger, Hnf4a, Hsd17b13, Ifng, Igf1, Igfbp1, 1110, Il1b, 116,
Insr, Irsl, Ldlr, Lepr, Lpl, Mapkl, Mapk8, Mlxipl, Mtor,
Ndufb6, Nfkb1, Nox4, Nrih2, Nrih3, Nrih4, Pck2, Pdk4,
Pik3ca, Pik3r1, Pklr, Ppal, Ppara, Ppard, Pparg, Ppargcla,
Prkaal, Ptpnl, Rbp4, Rxra, Scd1, Serpinel, Slc27a5, Slc2al,
Sle2a2, Slc2a4, Socs3, Srebf1, Srebf2, Stat3, Tnf, Xbp1. A Light
Cycler 480 (Roche Diagnostics) was used to process the PCR
array plates, applying an automated baseline and threshold
cycle detection. Gene expression was normalized by the
internal controls (Actb, B2m, Hprt1, Ldha, Rplp1) and fold-
change of the target gene between test and control samples
was calculated, as defined in the formula 2-AACT. Data was
elucidated using GeneGlobe Data Analysis Centre of Qiagen.
Results were expressed as fold-regulation, which represents
fold-change results in a biologically meaningful way. Fold-
regulation is equal to the fold-change when fold-change values
are greater than one, illustrating an up-regulation. On the
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other hand, fold-regulation is the negative inverse of the fold-
change when fold-change values are less than one, indicating
a down-regulation of the gene expression. Biological cut-off
was set to a fold regulation of +1.

Histological examination of adipose tissue

Frozen adipose samples were embedded in Tissue-Tek® OCT
compound (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, The
Netherlands) and cut in a cryostat (Cryostat CM 1950; Leica
Biosystems). Cryostat frozen sections of adipose tissue
(5-8 pm) were stained with Harris hematoxylin (Panreac,
Castellar del Valles, Spain) and eosin (Casa Alvarez, Madrid,
Spain). Tissue sections were examined by microscopy using
Eclipse E600 microscope (Nikon, Tokyo, Japan) and digital
camera (RT-Slider Spot; Diagnostic Instruments, Sterling
Heights, MI, USA). Images were acquired at 100x
magnification.

Adipose tissue messenger expression of orexigenic, anorectic
and energy expenditure obesity-related genes in obese Zucker
rats

Gene expression was evaluated on retroperitoneal adipose
tissue from 16 Zucker rats, four from each experimental group.
Total RNA was extracted using a RNA extraction kit (RNeasy
Lipid Tissue, Qiagen), assessing their concentration and
quality (ratios 260/280 and 260/230) by spectrophotometry
(NanoDrop-1000  spectrophotometer, = Thermo  Fisher
Scientific). RNA samples were treated with RNase-Free DNAse
set (Qiagen) to remove residual DNA. Total RNA (450 ng) was
reverse-transcribed into cDNA using an RT2 first-strand kit
(Qiagen). Finally, real-time PCR array was performed using the
RT2 Modified PCR Array Rat Obesity (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. This array was partially modified
by the manufacturer with the addition of four genes of interest
(Cd163, Cd68, 1110 and Nos2). The modified obesity array pro-
files the expression of 88 key genes related to orexigenic, anor-
ectic and energy expenditure function: Adcyapl, Adcyapilri,
Adipoq, Adiporl, Adipor2, Adra2b, Adrb1, Agrp, Apoa4, Atrn,
Bdnf, Brs3, C3, Calca, Calcr, Cartpt, Cck, Cckar, Cd163, Cd68,
Clps, Cnrl, Cntf, Cntfr, Crh, Crhrl, Drd1, Drd2, Gal, Galr1l,
Geg, Gegr, Gh1l, Ghr, Ghrl, Ghsr, Glpir, Grp, Grpr, HcRt,
Hertrl, Hrh1, Htr2c, Iapp, 1110, Il1a, Il1b, 11r1, 116, Il6r, Ins1,
Ins2, Insr, Lep, Lepr, Mc3r, Mchrl, Nmb, Nmbr, Nmu, Nmurl,
Nos2, Npy, Npylr, Nr3cl, Ntrkl, Nts, Ntsrl, Oprkl, Oprmil,
Pomc, Ppara, Pparg, Ppargcla, Prlhr, Ptpnl, Pyy, Ramp3,
Sigmar1, Sortl, Sst, Sstrl, Thrb, Tnf, Trh, Trhr, Ucn, Ucpl. A
Light Cycler 480 (Roche Diagnostics) was used to process the
PCR array plates, applying an automated baseline and
threshold cycle detection. Gene expression was normalized by
the internal controls (Actb, B2m, Hprtl, Ldha, Rplp1l) and
fold-change of the target gene between test and control
samples was calculated, as defined in the formula 2-AACT.
Data was elucidated using GeneGlobe Data Analysis Center of
Qiagen. Results were expressed as fold-regulation, which rep-
resents fold-change results in a biologically meaningful way.
Fold-regulation is equal to the fold-change when fold-change
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values are greater than one, illustrating an up-regulation. On
the other hand, fold-regulation is the negative inverse of the
fold-change when fold-change values are less than one, indi-
cating a down-regulation of the gene expression. Biological
cut-off was set to a fold regulation of +1.

Statistical analysis

Quantitative data were analysed using GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Statistical ana-
lysis of the results was performed by one-way analysis of var-
iance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls post hoc test for
comparison between multiple groups. Unpaired Student’s
t-test was used for comparison between two independent
groups. Data is expressed as mean + standard error of the
mean (SEM) and considered significant at a p value of 0.05 or
less. The study was performed according to the criteria of the
Investigation and Ethics Committee of the Hospital Clinic of
Barcelona.

Conclusions

In summary, we have shown that the optimization of the
design and synthesis of mesoporous silica coated CeO, nano-
composites enable a high stability of the antioxidant CeO,
nanozymes in the physiological media, maximize their ROS-
scavenging activity, and decrease their presence in organs
other than liver, which improves their safety profile. In
addition, the nanocomposites show a remarkable lipid-lower-
ing effect and a long-term improvement of the metabolic phe-
notype associated with obesity in obese Zucker rats. These
results expand the currently proposed therapeutic applications
of CeO, nanozymes, in which models of severe inflammation
are commonly employed, by addressing the long-term dysregu-
lations associated with mild inflammation and by proving the
effectiveness of the new CeO, based nanocomposite in ameli-
orating the metabolic alterations associated with obesity, a
pressing public health problem that entails a major societal
and economic burden. Future work is required to investigate
whether the described combined antioxidant and lipid-lower-
ing activities can be applied to other types of proposed nano-
materials with known antioxidant properties (e.g. Fe;0;,
MnO,, etc.) to further expand the possibilities of the promising
field of nanozymes. In addition, the final fate and potential
toxicity over years of CeO, and other nanomaterials is still to
be elucidated, which is recognized as part of the future work
for their clinical translation, as we recently reviewed.'” The
association between the reduction of inflammatory markers,
circulating lipids and the regulation of the critical genes
involved in this process has been also shown. Although deter-
mining the fundamental specific molecular mechanisms of
this cascade of beneficial effects needs further research, the
effects on hepatic M1 proinflammatory cytokine TNF-a and
PI3K/mTOR/AKT pathway have been identified to play a main
role. Finally, it is important to note that the synthesis method
is entirely implemented in aqueous solution and at room
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temperature, which favors biocompatibility and scalability,
and mesoporous silica is classified as “Generally Recognized
as Safe” (GRAS) by the FDA, thus potentially enabling rapid
clinical translation. Hence, this study offers a new therapeutic
opportunity to treat obesity and its metabolic comorbidities,
and may offer a foundation for future studies to address other
disorders related to low-grade inflammation and oxidative
stress.
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Supporting Figures

Figure S1. TEM images, size distribution and BET analysis of the CeO,NPs cores and CeO0,@mSiO, hanocomposites.
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Figure S1. (a-c) Additional TEM images of the CeO,NPs (a) and CeO,@mSiO, at different magnifications (b, c). Images are also
taken from different synthesis, and at different time points of storage, showing the reproducibility and stability of the process.
(d-e) The CeO,NPs and CeO,@mSiO, nanocomposites size of typical synthesis, calculated by image analysis based on
transmission electron microscopy (TEM) images and counting more than 500 particles. f) CeO,@mSiO, isotherms exhibiting the
characteristic IV behavior of a well-developed mesoporous structure. The Brunauer—Emmett—Teller (BET) surface area was
calculated as 905 m?/g and 1.4 cm3/g and a narrow pore size distribution of 4.0 nm was determined using the Barrett—Joiner—

Halenda (BJH) method.



Figure S2. Additional characterization: XRD, UV-VIS spectra and {-Potential.
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Figure S2. (a) XRD spectra of the CeO,NP cores (black line) and the CeO,@mSiO, core-shell (red line) showing the maintainance
of the crystalline structure of the CeO, cores inside the shell. (b) UV-VIS spectra of the CeO,NP cores and the CeO,@mSiO,
core-shell, showing the successful coating of all CeO,NPs without inducing aggregation or degradation of the NPs. The spectra
of the Ce0O,@mSi0O, was recorded without further dilution, while the spectra of the CeO,NPs was recorded taking into account
the dilution factor of the CeO, cores employed in the synthesis. A small blue shift and varying intensity can be observed in the
spectra, attributed to the modification of the refractive index of the environment surrounding the CeO, cores after mSiO,
encapsulation. Furthermore, for both nanomaterials, ICP-MS indicated a full conversion of Ce to CeO,NPs, hence the final CeO,
concentration was determined as 1.2 mg/mL (3.5x1015 CeO,NPs/mL) in the case of CeO,@mSiO, and 1.72 mg/mL (3.5x10%%
CeO,NPs/mL) in the case of CeO,NPs. The values of NP/mL are calculated taking the mean diameter of the CeO, cores as 5 nm.
c) {-potential of the CeO,NP cores (black line, -35.5 mV) and CeO,@mSiO, (red line, -24.9 mV) after synthesis. After incubation
24 hours in cell culture medium (DMEM + 10%FBS) and purification, CeO, cores {-potential was -12.8 mV (grey line) and
Ce0,@mSiO, was -16.3 mV (dark red line). Both nanomaterials reached similar values as the proteins in the cell culture medium
(c.a. -10 mV) which is consistent with the formation of a stable (hard) protein corona.



Figure S3. Ce0,@mSiO, and CeO,NPs cell internalization.

Figure S3. Bright and dark-field additional TEM images of (a) CeO,@mSiO, and (b) CeO,NPs uptake by HepG2 cells. The
crystallinity of the CeO, makes them easy to distinguish from the amorphous cellular structures under dark-field.



Figure S4. Effect of nanomaterials on fatty liver accumulation.
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Figure S4. (a) Effect of nanomaterials on lipids measured by gas chromatography-mass spectrometry. (b) Haematoxylin-eosin (H&E) and Oil-Red staining of representative liver
sections from lean rats receiving vehicle and obese rats receiving vehicle or treated with CeO,NPs or CeO, @mSiO,.



Supporting Tables.

Table S1. Effects of CeO,NPs and CeO,@mSiO, on body weight, liver-body weight ratio and serum biochemical

parameters, lipid profile and adipokines in obese Zucker rats.

Body and liver weight

Body weight (g)
Liver weight (g)

Liver-body weight ratio (%)
Glucose and insulin resistance

Glucose (mg/dL)

Insulin (pg/mL)
HOMA-IR

Serum lipids

Triglycerides (mg/dL)
Total cholesterol (mg/dL)
LDL-cholesterol (mg/dL)
HDL-cholesterol (mg/dL)

Serum adipokines

IL-1B (pg/mL)

MCP-1 (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)
Leptin (pg/mL)

Renal and liver function
Creatinine (mg/dL)
Sodium (mmol/L)
Potassium (mmol/L)

AST (U/U)
ALT (U/L)

Total proteins (g/L)

Albumin (g/L)

Lean rats Obese rats
Vehicle Vehicle CeO,NPs Ce0,@mSiO,
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
344 +6 466 + 14* 441 +13* 469 + 16*
147 +£0.5 22.7+1.1% 21.2+1.0* 23.0+1.4*
430+0.13 4.88 +0.13 481 +0.16 491 +0.24
122.4+5.3 1149+7.6 1123 +6.5 1184 +4.4
822+ 108 2677 + 252* 2740 + 360* 2687 + 181*
75+13 223 + 30* 219 +31* 213 + 14*
135.8+9.4 462.8 + 51.9* 358.2 +31.3*# 285.1+31.2*
119.3+3.4 2446 + 6.0% 236.2+8.6* 235.7 +13.7*
19.8+0.7 30.3+4.5* 20.5 + 0.9% 17.6 £ 1.4%
83.0+3.3 175.0 £ 3.1* 170.5+7.3%* 174.2 +8.7*
7.2+0.7 52.1+10.7* 47.0 £6.0* 52.2+12.5%
328+ 16 462 + 33* 408 + 22 396 +46
1.59+0.17 2.31+0.32 1.81+0.34 1.46 £ 0.25
2493 + 267 7091 + 446* 8358 +497* 7272 + 659*
0.35+0.02 0.48 +0.02* 0.44 £ 0.01%* 0.44 + 0.03*
143.4+0.5 1459 + 0.6* 144.2 + 0.5% 143.6 + 0.5%
46+0.2 4.7+0.1 49+0.1 47 +0.2
67.8+3.8 96.9+8.1* 117.5+10.1* 104.0 +7.7%
64826 97.9+6.9% 97.9 £9.0* 101.8 +5.8*
63.1+£0.6 74.8+0.7% 73.7 £0.8* 73.8+1.1*
36.0+£04 40.9+0.4* 40.3 £0.3* 40.7 + 0.6*

Data expressed as mean + SEM. *p <0.05 compared with lean Zucker rats (Lean Vehicle). #p <0.05 compared with obese
Zucker rats receiving vehicle (Obese Vehicle). One-way ANOVA with the Newman-Keuls post hoc test. HOMA-IR calculated
by applying the following formula: glucose (mmol/L) x insulin (mIU/L) / 22.5.



Table S2. Total fatty acid serum levels in lean Zucker rats receiving vehicle and obese Zucker rats receiving vehicle and
treated with CeO,NPs and Ce0,@mSiO,.

Lean Zucker rats Obese Zucker rats
Fatty acids Vehicle Vehicle CeO,NPs Ce0,@mSiO,
(nmol/mL) (n=10) (n=10) (n=10) (n=8)
C12:0 22.01+8.36 34.75+10.64 18.46 + 3.31 27.99+10.70
C14:0 100.7 £12.80 339.0 +31.06* 306.5 + 25.55* 259.1 +30.95*
Ci14:1 6.31+1.19 34.86 +3.73* 37.18 + 3.88* 25.50+ 2.95*"
C15:0 31.50+ 1.56 38.61 £+4.98 32.70 £ 2.77 27.78 £2.45
C16:0 2737 £133.6 6989 + 441.1* 6176 + 385.2* 5342 +311.9*%"
C16:1 340.5 £35.35 1802 + 143.0* 1651 + 103.6* 1291 + 104.8**
C17:0 39.35+3.36 60.97 £ 10.87 46.64 +4.90 42.32 +6.24
C18:0 1089 + 57.39 3631+ 258.1* 3075 + 100.3*" 2989 + 171.8*"
C18:1n9c 1035 +72.31 3251+ 230.9* 2770 +212.8* 2279 + 189.2*"
C18:1n9t 532.5+33.16 1208 + 128.1* 929.1 +68.33*" 827.8 + 68.59*"
C18:2n6¢ 2663 + 115.7 2970 + 206.1 2807 £ 136.0 2409 + 189.7
C18:2n6t 244.1 +16.50 684.6 +42.48* 582.5 +47.34* 483.1 +41.56*"
C18:3n6 31.27+2.14 99.67 + 8.86* 136.1 +18.78*" 84.52 + 8.98*
C18:3n3 127.1+8.23 284.5 +20.76* 243.7 £21.59* 199.4 +18.37*"
C20:0 13.60+0.70 22.72 +1.79* 20.72+1.71* 18.60+ 1.26*
C20:1n9 51.94 +21.03 44.82 +4.93 56.13 +11.87 32.59+4.91
C20:2 37.67+3.16 54.98 + 4.55 4421 +6.17 40.87 £ 4.94
C20:3n6 76.26+£6.20 590.9 +44.43* 474.8 +31.61*" 446.6 +29.37*"
C20:4n6 3612 +173.1 7470+ 252.2* 6602 + 175.7* 6901 + 525.3*
C20:5n3 59.44+4.38 230.0 £21.58* 246.0 £29.27* 174.8 +19.06*
Cc21:0 348 +0.16 4.01+0.32 3.64+0.24 3.42+0.20
Cc22:0 24.91+0.96 47.78 +2.66* 41.66 + 1.59* 43.87 +3.13*
C22:6n3 536.5 +36.95 1366 + 63.65* 1091 + 73.29** 1071 + 69.64**
C23:0 19.36+0.98 31.66 +2.06* 25.96 + 1.01*" 26.62 + 1.97*7
C24:0 56.12+3.10 88.64 +6.06* 75.46+3.21* 78.27 +5.58*
C24:1n9 63.46+4.77 121.7 +7.63%* 94.28 + 6.74* 113.6 £13.54*
Unsaturated/Sat FA 2.279 +0.060 1.819 +0.056* 1.806 +0.123* 1.858 +0.045*
n6/n3 9.315+0.343 6.325 +0.183* 6.671 +0.380* 7.189 +£0.329*
C18:0/C16:0 0.400 £0.017 0.522 +0.019* 0.499 +0.025* 0.564 +0.024*
C16:1/C16:0 0.122 £0.009 0.256 +0.008* 0.268 +0.011* 0.240 +0.009*
C16:0/C18:2n6¢c 1.030 £0.031 2.378 £0.091* 2.198 +0.081* 2.253 +0.088*
C18:1n9¢/C18:0 0.9591 + 0.062 0.9043 £ 0.049 0.9127 £ 0.062 0.7711 £ 0.064
C18:3n3/C18:2n6¢ 0.047 £0.002 0.093 +0.003* 0.089 +0.003* 0.083 + 0.003* T
C18:3n6/C18:2n6¢ 0.012 £0.001 0.035 +0.003* 0.044 +0.005* 0.035 +0.002*
C20:4n6/C20:3n6 49.08 +2.858 12.33 £0.715* 13.95 +0.704* 16.00 +1.775%*
C20:4n6/C18:3n6 119.4 +8.354 78.56 +6.397* 49.11 +8.143*" 87.75 +9.962*
C20:4n6/C18:2n6¢ 1.376 £0.079 2.619 +0.181* 2.353 +0.098* 3.025 +0.379*
C20:5n3/C18:3n3 0.479 £0.038 0.802 +0.044* 0.868 +0.135* 0.906 +0.094*
C20:2n6/C18:2n6¢ 0.014 £0.001 0.018 £ 0.001 0.012 + 0.0027 0.017 £ 0.001
Peroxidability Index (%) 167.4 £5.196 154.5+5.392 151.9+4.352 166.0+ 7.244
Saturated FA 4137 £199.4 11251 + 701.2* 9156 + 732.1*7 8858 + 495.9*"
Unsaturated FA 9364 + 361.0 20206 + 922.7* 15955 + 1128** 17082 + 471.9*F
Total FA 13501 £+ 536.4 31457 +1567* 2511 £ 17274 25244 + 1270*"

Mean + SEM. *p<0.05 compared with control group (lean Zucker rats Vehicle); 'p<0.05 compared with vehicle group (obese
Zucker rats Vehicle). One-way ANOVA with the Newman-Keuls post hoc test.



Table S3. Differentially expressed genes in the liver of obese Zucker rats treated with vehicle compared to lean vehicle
group.

Genes Fold regulation P value

Up-regulated

Slc2a4 12.18 0.013
Cd36 8.42 0.035
Elovl6 6.14 0.000
Gépd 3.92 0.039
Apoal 3:75 0.003
Pdk4 3.73 0.034
Fasn 3.47 0.017
Srebf1 3.40 0.046
Acly 2.74 0.037
Dgat2 2.68 0.005
Scdl 2:55 0.029
Pkir 2.38 0.013
Fas 2.36 0.040
Aktl 2.10 0.000
Mtor 2.10 0.000
Stat3 1.89 0.016
Pck2 1.74 0.048
Ndufb6 1.58 0.021
Down-regulated

Nox4 -26.89 0.000
Acsm3 -2.26 0.040
Gk -1.47 0.014

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with vehicle compared with lean rats treated with vehicle (unpaired Student’s t-
test).
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Table S4. Differentially expressed genes in the liver of obese Zucker rats treated with CeO,NPs compared with obese
vehicle group.

Genes Fold regulation P value
Slc2a4 -5.84 0.028
Tnf -3.52 0.039
Abcgl -1.94 0.032
Stat3 -1.80 0.021
Pik3ca -1.74 0.015
Aktl -1.68 0.002
Mtor -1.56 0.033

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with CeO2NPs compared with obese rats treated with vehicle (unpaired
Student’s t-test).

Table S5. Differentially expressed genes in the liver of obese Zucker rats treated with CeO,@mSiO, compared to obese
vehicle group.

Genes Fold regulation P value
Slc2a4 -6.84 0.021
Mtor -1.93 0.006
Apoal -1.70 0.032
Stat3 -1.70 0.030
Mapk1 -1.67 0.043
Abcal -1.65 0.036
Aktl -1.61 0.000
Abcgl -1.60 0.048
Insr -1.56 0.005
Lpl -1.52 0.016
Ndufb6 -1.52 0.015
Pik3r1 -1.47 0.023
Gsk3b -1.36 0.033

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with CeO,@mSiO, compared with obese rats treated with vehicle (unpaired
Student’s t-test).
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Table S6. Messenger expression of genes involved in adipokine signalling, carbohydrate metabolism, insulin signalling,
lipid metabolism and transport, oxidative phosphorylation, inflammatory response and apoptosis in the liver of obese
Zucker rats receiving vehicle and treated with CeO,NPs and CeO,@mSiO,.

Genes Obese rats Obese rats Obese rats
Vehicle CeO,NPs Ce0,@mSi0, (n=4)
(n=4) (n=4)

Adipokine signaling, inflammation and apoptosis

Aktl 2.10* 1.25% 1.31%#
Fas 2.36* 1.65 1.44
Mapk1 1.34 -1.04 -1.25%
Mtor 2.10* 1.35% 1.09%
Nox4 -26.89* -27.61* -32.22%
Pik3ca 1.41 -1.24% -1.01
Stat3 1.89* 1.05% 1.11%
Tnf 2.22 -1.59% -1.23
Xbp1 -1.07 -1.21 -1.58%
Carbohydrate metabolism
Acly 2.74% 2.60* 2.69*
G6pd 3.92% 5.73* 4.65*
Gsk3b 1.58 132 1.16#"
Mixipl -1.02 -1.13 -1.50*
Pck2 1.74% 1.26 1.00
Pdka 3.73* 294 1.90*
Pkir 2.38* 1.74* 1.68*
Rbp4 1.09 1.19 -1.351
Insulin signaling
lgf1 -1.40 -1.36 -1.94*%
lgfbp1 -1.87 -1.49* -2.39*%7
Insr 1.24 1.02 -1.26%
Irs1 -1.09 -1.38 -1.61%*
Pik3r1 1.30 143 -1.13%
Scl2a4 12.18* 2.09% 1.78*
Lipid metabolism and transport
Abcal 1.13 -1.27 -1.46%#
Abcgl 1.06 -1.83# -1.51#
Acaca 1.75 295 1.87*
Acadl 1.46 1.44%* 1.48*
Acsl5 2.21 3.12* 1.80*"
Acsm3 -2.26%* -1.42 -3.39*%%
Apoal 3.75* 3.17* 2.20*#
Cd36 8.42* 9.40* 7:31*
Cyp2el -1.42 -1.37 -2.07°
Dgat2 2.68* 2.36* 1.75%
Elovi5 1.60 1.47* 1.29
Elovi6 6.14* 4.68* 6.02*
Fabp5 2.71 3.18* 2.28
Fasn 3.47% 4.24% 2.95%
Foxa2 2.36 2.00* 1.217
Gk -1.47* -1.82* -1.51*
Hmger -1.02 1.19 -1.34%7
Hsd17b13 1.35 1.38* 1.14
Lpl 1.73 134 1.14%
Nrih3 1.65 1.16 -1.15"
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Nrih4 1.16 124 -1.31*F

Ppal 1.19 1.41* 1.16

Scd1 2.55* 2.68* 2.98*

Slc27a5 1.03 1212 -1.47%

Srebf1 3.40* 2.25 193
Oxidative phosphorylation

Atp5cl 1.24 171 1.06

Ndufbé 1.58* 122 1.04%

Fold regulation compared with control group (lean Zucker rats). *p <0.05 compared with control; #p <0.05 compared with
obese Zucker rats treated with vehicle. Tp <0.05 compared with obese Zucker rats treated with CeO,NPs. Biological cut-off

was set to a fold regulation of + 1 (unpaired Student’s t-test).
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Table S7. Total fatty acid hepatic levels in lean Zucker rats receiving vehicle and obese Zucker rats receiving vehicle or
treated with CeO,NPs or Ce0,@mSiO,.

Lean Zucker rats Obese Zucker rats

Fatty acids Vehicle Vehicle CeO,NPs Ce0,@mSiO,
(pmol/mg liver) (n=10) (n=10) (n=10) (n=8)
C12:0 40.80 + 3.586 229.7 +30.02* 250.0 + 34.31* 2229+ 18.01*
C14:0 645.9 £ 22.66 6803 +1019* 7195 + 1199* 7099 + 973*
C14:1 54.10 £ 5.034 930.0 +150.3* 1092 +223.2%* 1016 + 158.8*
C15:0 193.5+13.76 374.8 +42.33* 304.8 + 22.25* 380.2 +32.92*
C16:0 27977 £ 436.0 151405 + 25810* 150768 +23230* 149321 + 19049*
C16:1 2565 +148.5 34454 + 5376* 34684 +5647* 34764 + 4578*
C17:0 389.2 £ 32.09 496.5 + 53.97 389.8 £19.55 489.0 £ 21.69
C17:1 99.40 + 5.883 586.9 + 95.29* 422.6 + 33.33* 559.3 + 64.14*
C18:0 16143 £ 397.9 24863 + 1123* 23883 +1023* 25461 +878.9*
C18:1n9c 5147 +2374 65128 +12262* 56446 + 8658* 59950 + 8104*
C18:1n9t 5077 £255.1 15275+ 2226* 13371 +1548* 12217 +1207%
C18:2n6¢c 13861 + 579.2 14918 + 1118 16729 + 1683 16681 + 1605
C18:2n6t 1342 £+63.79 15703 + 3066* 13448 +2071* 14380 + 2012*
C18:3n6 178.0 £ 10.53 608.9 +59.04* 769.5 + 122.5* 781.2 +129.4*
C18:3n3 597.4 £ 26.77 5968 + 1145* 5172 +792.9* 5447 +747.1*
C20:0 75.20 £ 3.392 92.67 £5.231* 96.70 + 7.364* 94.11 +3.011*
C20:1n9 112.5+4.949 252.2 +25.95* 244.6 + 27.68* 2649 +24.31*
C20:2 366.0 £ 25.35 214.4 +7.941* 224.1 +7.078* 230.0 £ 11.84*
C20:3n6 899.0 £ 97.24 2035 +93.43* 2346 +127.1% 2429 +201.3*
C20:4n6 19738 £ 962.2 18293 £909.4 18064 + 681.6 19338+ 547.4
C20:5n3 245.6 £40.71 555.2 +37.51* 687.1 + 69.45* 675.0 + 75.61*
c21:0 8.300 + 0.2603 8.100 £0.4583 8.300 £0.6333 8.300 £ 0.3350
Cc22:0 137.1+7.182 151.1+6.894 141.1+3.433 151.6 + 7.022
C22:6n3 6343 £2195 5969 +283.6 5713 +321.8 6198 +322.2
C23:0 110.0 +4.323 91.56 +3.481* 84.44 + 1.864* 97.60 £ 6.797
c24:0 334.1£19.74 292.8 £+ 8.593 300.2 £8.701 327.5+16.85
C24:1n9 194.2 + 12.66 203.6 £ 10.93 177.0 £6.962 199.3+10.71
Total FA 129956 + 2479 387684 + 50942* 373128 +46184* 381830 + 37490*
Saturated FA 46250 £ 673.9 184770+ 27941* 183402 +25243* 183571 + 20431*
Unsaturated FA 82408 +2274 202914 + 23131* 189726 +21283* 198259 + 17297*

Mean *+ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 compared with control group (Lean Zucker rats Vehicle);
"p<0.05, "p<0.01 compared with vehicle group (Obese Zucker rats Vehicle). One-way ANOVA with the Newman-Keuls post
hoc test.
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Table S8. Differentially expressed genes in the adipose tissue of obese Zucker rats treated with vehicle compared to lean
vehicle group.

Genes Fold regulation P value

Up-regulated

e 9.49 0.019
Ramp3 9.08 0.006
Cnrl 8.31 0.000
Gegr 6.69 0.004
Drd1 5.77 0.028
Nmurl 3.49 0.026
Tnf 3.45 0.004
Ccd68 3.35 0.026
Lep 2.78 0.001
Ins2 2.37 0.013
Hib 2.22 0.014
1ir1 1.61 0.042
Down-regulated
Calca -1.66 0.027
Adipor2 -1.56 0.024
Pparg -1.52 0.007
Thrb -1.43 0.037

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with vehicle compared with lean rats treated with vehicle (unpaired Student’s t-
test).
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Table S9. Differentially expressed genes in the adipose tissue of obese Zucker rats treated with CeO,NPs compared with
obese vehicle group.

Genes Fold regulation P value
Ins2 -2.25 0.012

Htr2c -1.90 0.028

Nr3c1 -1.33 0.044

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with CeO,NPs compared with obese rats treated with vehicle (unpaired
Student’s t-test).

Table S10. Differentially expressed genes in the adipose tissue of obese Zucker rats treated with CeO,@mSiO, compared
to obese vehicle group.

Genes Fold regulation P value
Drd1 -3.72 0.044
Agrp 2.27 0.023
Ins2 -2.26 0.025
Adra2b -1.80 0.030
Nr3c1 -1.50 0.015

Fold regulation. Obese Zucker rats treated with CeO,@mSiO, compared with obese rats treated with vehicle (unpaired
Student’s t-test).

16



Table S11. Adipose tissue messenger expression of obesity-related genes in obese Zucker rats.

Geives Obese rats Obese rats Obese rats
Vehicle CeO,NPs Ce0,@mSi0,
(n=4) (n=4) (n=4)
Energy expenditure
Adipog -1.59 -1.25 2.13%
Adipor2 -1.56* -1.19 -1.86
c3 5.45 1:39 -1.23
Pparg -1.52% -1.51* -1.49*
Ppargcla 1.36 -2.12 -2.48*
Thrb -1.43%* -1.67* -1.79*
Macrophage infiltation and characterization
Ccd68 3.35* 242 2.81%*
Hnio 1.21 1.67%* 143
Nos2 1.30 1.29* 1.45*%
Orexigenic
Adra2b -1.04 -1.12 -1.86*#
Agrp 1.80 1.65 -1.26%
Cnrl 8.31* 473 6.92*
Galrl 3.38 4.33%* 3.03*
Npylr -1.56 -1.59% -1.91*
Nr3cl 1.12 -1.19*# -1.35%#
Anorectic
Atrn 1.48 1.59* -1.071
Calca -1.66* -1.83 -2.61*
Calcr -1.01 -1.13 -1.577
Cck 11.53 11.63* 19.95*
Drdi 5.77* 3.68* 1.55%
Gegr 6.69* 435 5.34*
Hrhi 1.19 -1.25 1.06"
Htr2c 3.24% 1.71% 4.66*"
Hib 2.22% 148 2.06*
11irl 1.61* 143 1.63*
16 9.49% 8.94* 11.88*
Ins2 2.37* 1.05% 1.05%
Insr -1.32 -1.43* -1.77*
Lep 2.78* 2.37* 2.22*
Nmb -1.47 -1.25 -2.08*
Nmu 3.18 1.99*% 1.58
Nmurl 3.49*% 1.78 2.95*%
Ramp3 9.08* 6.26* 8.37*
Tnf 3.45% 2.99* 3.26*

Fold regulation compared with control group (lean Zucker rats). *p <0.05 compared with control; #p <0.05 compared with
obese Zucker rats treated with vehicle. Tp <0.05 compared with obese Zucker rats treated with CeO,NPs. Biological cut-off
was set to a fold regulation of + 1.
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Supporting Methods.
Nanomaterials Characterization.

TEM images were acquired with a JEOL 1010 Electron Microscope operating at an accelerating voltage of 80 kV. Samples
for TEM were prepared by drop casting on carbon coated cooper TEM grids (Ted-pella, Inc). The grids were left to dry at
room temperature. Observations were made on different parts of the grid and with different magnifications and more than
500 particles were computer-analysed and measured for the size distribution.

HRTEM, HAADF-STEM and elemental mapping by EDX were acquired with a JEOL JEM-2100. Samples were centrifuged and
dispersed in water previous to their deposition (10 pL) on an ultrathin formvar-coated 200-mesh copper grid (Ted-pella,
Inc.)

Nitrogen sorption isotherms were measured with a ASAP2010 analyser (Micromeritcs, USA). Before measurements, the
samples were dried in a vacuum oven at room temperature for 24 h, and outgassed in the instrument at 60 °C for 24 h. The
specific surface areas were calculated by the Brunauer-Emmett-Teller (BET) method in a linear relative pressure range
between 0.05 and 0.25. The pore size distributions were derived from the desorption branches of the isotherms by the
NLDFT method kernel file developed for silica exhibiting a cylindrical pore geometry. The total pore volumes were derived
by the nitrogen sorption amount at the relative pressure values where the capillary condensation of the primary mesopores
finished, in order to exclude the contribution from the textual porosity of the nanoparticles.

UV-visible spectrophotometry. UV-visible spectra were acquired with a Shimadzu UV-2400 Spectrophotometer. One mL of
the NP solution was placed in a cuvette, and spectral analysis was performed in the 190 nm to 800 nm range.

Z-Potential and DLS measurements were made with a Malvern ZetaSizer Nano ZS Instrument operating with a light source
wavelength of 532 nm and a fixed scattering angle of 173° for DLS measure. The software was arranged with the specific
parameters of refractive index and absorption coefficient of the material and the viscosity of the solvent according the
manufacturer instructions.

18



VII. DISCUSION
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La presente tesis evalla los nanomateriales basados en CeO, como nueva estrategia
terapéutica frente las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, las cuales presentan
una serie de ventajas respecto los antioxidantes clasicos (actividad antioxidante
autoregenerativa, biodistribucidon dirigida, mayor tiempo de residencia en los tejidos, y
actividad Unicamente en situaciones de sobreproduccién de ROS), proporcionando un efecto

antioxidante prolongado a dosis bajas en ausencia de toxicidad (101).

Teniendo en cuenta que las CeO,NPs se distribuyen mayoritariamente a higado tras su
administracion intravenosa en modelos animales de roedores (106,113), en el primer estudio
se utilizé un modelo in vitro con células hepaticas HepG2, incubadas bajo condiciones de estrés
oxidativo (inducido por H,0,) o de esteatosis hepatocelular (inducido por OA/PA). Los
resultados muestran que las CeO,NPs ejercen un efecto protector celular y reducen el

contenido de 4cidos grasos.

En primer lugar, se demostrd la internalizacion de las CeO,NPs en las células HepG2 mediante
TEM, localizandose mayoritariamente en compartimentos delimitados por membrana
(vacuolas u organulos tipo endosoma). De forma similar, se ha descrito la internalizacién de
CeO,;NPs en células hepaticas humanas C3A, en las cuales por microscopia confocal se
localizaban mayoritariamente en la zona perinuclear sugiriendo su presencia en
compartimentos secretores o endociticos (163). Ademds, también se ha evidenciado la
internalizacion de las CeO,NPs en células humanas hepdticas WRL-68 mediante citometria de

flujo (164).

A continuacion, debido a que el estrés oxidativo es una caracteristica fundamental en la
patogénesis de MAFLD (75) y del resto de alteraciones metabdlicas de la obesidad (21,22), se
utilizé un modelo in vitro de estrés oxidativo incubando las células HepG2 con H,0, a una
concentraciéon de 1,5 mM. Dicha concentracion se ha escogido por la reduccion moderada de

la viabilidad celular y aumento de la produccion de ROS de forma significativa. El tratamiento
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de las células con CeO,NPs mostrd una reduccién de la produccion de ROS, evidenciada por la
disminucion de la fluorescencia de la sonda 2’,7'-DCF-DA sensible a la oxidacion. Esta
reduccién del estrés oxidativo se acompand de una mejora en la viabilidad celular medida por

el ensayo MTS.

De acuerdo con estos resultados, el pretratamiento de células HepG2 con CeO,NPs ha
demostrado previamente prevenir el estrés oxidativo y el dafio celular causado por la
acrilamida, un compuesto quimico toxico presente en comida con elevada temperatura de

coccioén (165).

Por otro lado, la sobreproduccién de ROS en la MAFLD viene acompaiada de la oxidacion del
colesterol libre a éxidos de colesterol (oxisteroles), los cuales estan implicados en la progresion
de la MAFLD (166,167). Estos pueden producirse de forma enzimatica (25-hidroxicolesterol) y
no-enzimatica (7B-hidroxicolesterol y 7-cetocolesterol) (168). En nuestro estudio las células
HepG2 expuestas a H,0, presentan un incremento del contenido de oxisteroles, sin observar
una reduccién significativa de ellos cuando son tratadas con CeO,NPs. Por ello, son necesarios
futuros estudios con otros tipos celulares o condiciones experimentales para elucidar el efecto

de las CeO,NPs en la formacion hepatica de oxisteroles.

Respecto a la accion de las CeO,NPs sobre la esteatosis hepatocelular, en estudios previos de
nuestro grupo de investigacion las CeO,NPs mostraron un efecto antiesteatético en ratas con
fibrosis hepatica (113) y con NASH (138), ademdas de los efectos antiinflamatorios vy
antioxidantes ya conocidos. Kobyliak y colaboradores utilizaron un modelo de obesidad con
MAFLD en rata inducida en periodo neonatal por glutamato monosddico, en las cuales la
administracion oral de CeO,NPs (1-5 nm de didmetro) a una dosis de 1 mg/kg durante 3 meses
ejercia un efecto antiesteatético disminuyendo los lipidos hepaticos, ademds de reducir el

peso corporal, el tejido adiposo visceral y las citoquinas proinflamatorias (145). Sin embargo,
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se desconoce si este efecto antiesteatdtico de las CeO,NPs es debido a la mejora sistémica y/o

hemodindmica o si presentan un efecto antiesteatoético directo per se.

Ademas, también se desconoce si efectos antiesteatdticos similares a los observados en ratas
se pueden dar en el higado humano. De forma interesante, existe la evidencia que las CeO,NPs
pueden interferir, en condiciones normales, en el metabolismo de los 4cidos grasos de lineas
celulares derivadas de hepatocitos humanos (células HepG2) (169,170), tipo celular donde se

acumula mayoritariamente los 4cidos grasos en la MAFDL.

Por los motivos anteriormente mencionados, con la finalidad de evaluar la capacidad de las
CeO,NPs para reducir el contenido de acidos grasos en células hepaticas humanas, se utilizé un
modelo in vitro de esteatosis hepatocelular incubando las células HepG2 durante 24 horas con
la mezcla de acido OA (C18:1n9) y PA (C16:0) a un ratio molar 2:1, el cual constituye un modelo
ampliamente utilizado en células hepaticas ya que se asemeja a la esteatosis hepatica de la
MAFLD (156,157,171-173). El OA, acido graso monoinsaturado, y el PA, acido graso saturado,
son los acidos grasos mas abundantes presentes en los TG hepaticos (174) y a nivel plasmatico
(175). Estos acidos grasos presentan individualmente efectos diferenciales: el OA es mas
esteatogénico mientras el PA presenta un mayor efecto proapoptoético (157). Especificamente,
el OA mitiga la lipotoxicidad hepatocelular inducida por el PA a través de la inhibicidn del
estrés del reticulo endoplasmico y la apoptosis (176). La exposicion de las células HepG2 a la
mezcla de OA/PA a una concentracion de 2mM y con un ratio molar 2:1 durante 24 horas
proporciona la maxima acumulacién de lipidos con la minima citotoxicidad (156,157). Gémez-
Lechén y colaboradores mostraron que este modelo in vitro de esteatosis hepatocelular
presentaba una acumulacién lipidica similar a los hepatocitos humanos de higados con

esteatosis (156).

En nuestro estudio, las células HepG2 incubadas con OA/PA mostraron un incremento del

contenido celular de los acidos grasos C16:0, C18:0, C18:1n9c, C20:0, C20:1n9, C20:2n6,
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C20:5n3, C22:6n3 y C24:1n9. Estos resultados van en consonancia con la induccién general del
contenido de acidos grasos reportado tanto en este modelo in vitro (157) como en el higado de
pacientes con MAFLD (158,177-179). Sin embargo, el contenido de los acidos alfa-linolénico
(C18:3n3) y gamma-linolénico (C18:3n6) no se incrementd. Resultados similares fueron
observados en modelos animales de MAFLD, inducida por dieta de alto contenido en grasas y

CCl, (180) y por dieta deficiente en metionina y colina (181).

Brevemente, en el modelo in vitro de esteatosis hepatocelular, el PA (C16:0) aumenta la
sintesis de acido estearico (C18:0) a través de la elongacién por la ELOVL6, mientras el OA
(C18:1n9c) conlleva un mayor contenido de C20:1n9 y C24:1n9, de acuerdo con la via
metabdlica de elongacidn de los acidos grasos n-9. El OA también promueve la formacién de
acidos grasos de cadena larga n-3 y n-6 a través de FADS2. Las células HepG2 esteatdticas
presentaban un menor contenido de C18:3n3 y C18:3n6, lo cual puede estar relacionado con
una reduccién de la actividad de FADS2. Por otro lado, el contenido de C20:4n6, C20:5n3,
C22:6n3 se incrementd, respaldando la induccién de la elongacién y desaturacién de las vias n-
3 y n-6. En global, el incremento del indice lipogénico C16:0/C18:2n6¢ en las células HepG2
expuestas a OA/PA estd en concordancia con la induccion del proceso metabdlico de
esteatosis. Otros indices, tales como C18:0/C16:0 (ELOVL6), el cual estd incrementado en este

modelo, se ha relacionado con el grado de esteatosis hepatica en pacientes con MAFLD (177).

El efecto antiesteatético de las CeO,NPs se demostrd por la reduccidn de los acidos grasos
saturados mas abundantes C16:0 y C18:0, conjuntamente con una disminucién del contenido
de la mayoria de acidos grasos insaturados de mas de 18 carbonos. El efecto diferencial de las
CeO,NPs sobre el C16:0 y C18:1n9 se podria explicar por el hecho que el C16:0 no estd
esterificado y, con la finalidad de evitar toxicidad, se convierte a acidos grasos insaturados (por
ejemplo, C16:1n7 y C18:1n9) a través de la elongacién por ELOV6 y desaturacion por SCD1.

Nuestros resultados muestran que las CeO,NPs reducen la actividad de ELOVL6 e incrementan
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la de SCD1, lo cual explica por qué C16:1n7 y C18:1n9 no estdn reducidos después del
tratamiento con CeO,NPs. Los resultados sugieren que las CeO,NPs pueden inducir una

transformacion mas efectiva del C16:0 a los acidos grasos insaturados para evitar la toxicidad.

Las CeO,NPs ejercieron también un efecto antiesteatdtico notable sobre los acidos grasos
insaturados de mas de 18 carbonos, reduciendo sus concentraciones hasta su normalizacion
en la mayoria de ellos. Este efecto puede ser debido a la inhibicion de la elongacién y
desaturacion en las vias n-3 y n-6. De manera importante, las CeO,NPs redujeron los acidos
grasos precursores de eicosanoides como el acido araquidénico (C20:4n6), acido
eicosapentaenoico (C20:5n3) y acido docosahexaenoico (C22:6n3), los cuales participan en la
induccion de inflamacion y la integridad de la membrana celular. Sin embargo, siendo los
acidos grasos de mas de 18 34tomos de carbono oxidados preferencialmente en los
peroxisomas en vez de en las mitocondrias, es necesaria una mayor investigacién para evaluar
si las CeO,NPs pueden promover la oxidacién de los acidos grasos en peroxisomas. Por el
contrario, los acidos grasos C18:3n3 y C18:3n6, los cuales no se incrementaban en las células
HepG2 esteatdticas, mostraron un incremento ante el tratamiento con CeO,NPs, sugiriendo
gue las NPs ejercen una inducciéon de la actividad de FADS2. Por ultimo, la reduccion del indice

lipogénico por las CeO,NPs respalda un efecto antioesteatdtico global.

Entre las limitaciones de nuestro primer estudio se encuentra la falta de evaluacién de otros
factores que juegan un papel importante en la fisiopatologia de la MAFLD, junto con la
presencia de estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo de lipidos. Por ejemplo, no se
ha estudiado el efecto de las CeO,NPs en los receptores nucleares, tales como receptores
activados por proliferadores peroxisomales (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors;
PPARs), receptores X hepaticos (Liver X Receptors; LXR) y receptores X farnesoide (Farnesoid X
Receptor; FXR), los cuales estdn implicados en la historia natural de MAFLD: PPARs en la

esteatogénesis hepatica, LXR en la inflamaciéon hepdtica y FXR en la fibrogénesis hepatica
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(182). Asimismo, otra de las limitaciones de nuestro estudio es el hecho que la internalizacion
de las CeO,NPs por las células HepG2 solamente se ha estudiado en condiciones basales y
podria haber cambios en la localizacién intracelular de las CeO,NPs bajo condiciones de estrés
oxidativo y/o esteatosis. De forma similar, el efecto antioxidante y protector celular de las
CeO,NPs no se ha evaluado en el modelo in vitro de esteatosis hepatocelular. Por ultimo, los
efectos antiesteatdticos de las CeO,NPs se han evaluado mediante exposicion a la mezcla de
OA/PA, sin haberse estudiado el efecto diferencial en la esteatosis inducida ya sea por OA o

por PA de forma individual.

Una vez demostrado el efecto protector de las CeO,NPs frente al estrés oxidativo en células
hepdticas humanas y el efecto antiesteatdtico a través de la induccién de cambios en el
metabolismo de los dcidos grasos en un modelo in vitro de esteatosis hepatocelular, se
procedio a evaluar los efectos de los nanomateriales a nivel in vivo en las ratas Zucker, modelo

animal de obesidad con fisiopatologia similar a la del sindrome metabdlico en humanos (96).

De especial interés, en este segundo estudio utilizamos dos tipos de nanoceria, CeO,NPs
“libres”, estabilizadas electrostaticamente, de 4 nm, y las mismas nanoparticulas de 6xido de
cerio de 4 nm recubiertas de silice mesoporosa (CeO,@mSiO,), con el objetivo de evaluar el
efecto sobre el estrés oxidativo y perfil lipidico de las CeO,@mSiO, comparado con las

CeO,NPs libres.

De forma interesante, los resultados in vitro muestran como el recubrimiento con mSiO,
mejora la estabilidad, la actividad antioxidante y la viabilidad celular de las nanoparticulas de
CeO,; en las células hepdticas HepG2. Segun descrito en el primer estudio, las CeO,NPs libres
miden alrededor de 4 nm y aproximadamente 10 nm después de la conjugacién con albumina.
Si no se realiza dicha pre-albuminizacién, las nanoparticulas tienden a agregarse
inmediatamente y el tamafo medido por DLS presenta una mayor variabilidad (10-100 nm). En

cambio, las CeO,@mSiO, constan de cores que son las mismas CeO,NPs (4 nm), los cuales
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encapsulados con mSiO, alcanzan aproximadamente un didmetro de 50 nm. Este tamafio se
escogio ya que se encuentra en el rango de tamaifo que muestra una mayor captacién celular
(183—-185), permeabilidad a través de la vasculatura hepatica permeable asociada a
enfermedades inflamatorias (186,187) y acumulacion hepatica (188). Dicha encapsulacion con
mSiO, mantuvo la estabilidad coloidal en medio fisiolégico y, en medio de cultivo celular,
donde tiene lugar la formacién de una corona proteica en los nanomateriales, con mayor
eficiencia que la albuminizacidn, las CeO,@mSiO, mantenian el tamafo medio y la dispersion
hasta 7 dias. En las células hepaticas HepG2 ambos nanomateriales eran internalizados y se
observaban en organulos tipo endosoma. Ademas, cuando las células HepG2 eran expuestas a
H,0,, las CeO,@mSiO, presentaban un mayor efecto antioxidante y proteccién celular
comparado con las CeO,NPs libres. Estos efectos no se observaron utilizando Unicamente

mSiO,.

A destacar, las CeO,@mSiO, se fabricaron utilizando un método de sintesis en condiciones de
solucion acuosa, en un solo recipiente (sintesis one-pot), a temperatura ambiente y en
atmosfera abierta, lo cual favorece su translacion, adaptacién y rapida sintesis. Ademas, la

silice es un material biocompatible y regulado como seguro por la FDA.

Una vez estudiada la estabilidad y actividad antioxidante de las CeO,@mSiO,, se evalud el
efecto in vivo de las CeO,@mSiO, en ratas Zucker obesas, homocigotas para la mutacion en el
receptor de la leptina (fa/fa), las cuales constituyen un modelo animal de obesidad de similar
fisiopatologia al sindrome metabdlico en humanos (96). Las ratas Zucker obesas desarrollan
obesidad entre la tercera y quinta semana de vida junto con alteraciones metabdlicas tipicas
del sindrome metabdlico, entre las cuales se encuentran la dislipemia y MAFLD. Este modelo
animal fue el escogido al presentar las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad y una

fisiopatologia similar a los humanos, asi como al representar un modelo de inflamacién crénica
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de bajo grado, que dificulta la aparicién de los efectos terapéuticos de la nanoceria, en

comparacion con los modelos asociados a un elevado dafio celular.

Las CeO,@mSiO, fueron bien toleradas por las ratas Zucker obesas. No se observd ninguna
exacerbacion de las alteraciones metabdlicas o induccién de toxicidad organica después del
tratamiento con nanomateriales. En cuanto a la biodistribucion por ICP-MS, ambos
nanomateriales se localizaron mayoritariamente en higado y bazo, tal como era esperable
segun resultados previos en nuestro grupo (113). Se observé una menor cantidad de cerio en
pulmén y rifidn, y casi indetectable en corazén, musculo gastrocnemio y tejido adiposo
retroperitoneal. De forma diferencial, cuando las ratas obesas eran tratadas con CeO,@mSiO,
se observé una menor presencia de nanoparticulas en érganos extrahepaticos: reduccion del
70% del contenido de cerio en pulmdn y del 34% en bazo, comparado con las CeO,NPs libres.
De acuerdo con estos resultados, otros grupos han reportado un incremento de la
acumulacién de NPs libres en pulmén debido al fenédmeno de agregacién (189), y en este
sentido la encapsulacién con mSiO, de NPs de pequefio tamafio puede representar una
estrategia segura para su administracién intravenosa. Ademas, la superficie de la silice se
puede funcionalizar para realizar una biodistribucién controlada de diferentes NPs en una

amplia variedad de aplicaciones clinicas.

Las ratas Zucker obesas presentaban un incremento de la citoquina proinflamatoria TNF-a, la
cual solamente se normalizd tras el tratamiento con CeO,@mSiO,. La importancia de este
hallazgo recae en que el TNF-a es probablemente la citoquina proinflamatoria M1 principal
que participa en la inflamacién de bajo grado asociada con las alteraciones metabdlicas de la
obesidad (190-192). Ademas, ambas nanoparticulas, y en mayor grado las CeO,@mSiO,,
reducian las concentraciones circulantes de TG y cLDL medidos por espectrofotometria, los
cuales constituyen factores de riesgo principales de las enfermedades cardiovasculares. Estos

resultados van en concordancia con la funcion bien conocida del TNF-a en el metabolismo de
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lipidos (190,191,193) y con resultados previos que muestran la capacidad de las CeO,NPs para
revertir el fenotipo proinflamatorio e inducir la polarizacion de macréfagos de M1, los cuales
obtienen la energia de la glicdlisis, a M2, los cuales utilizan el metabolismo oxidativo (139).
Cabe destacar que los efectos hipolipemiantes y antiinflamatorios de los nanomateriales de
Ce0O, mencionados anteriormente se observaron 5 semanas después de su administracion,
mostrando una actividad a largo plazo comparado con las aproximaciones farmacoldgicas

clasicas.

Dicha disminucién de la concentracién de TG y cLDL séricos han sido observados también por
otros grupos en modelos animales de obesidad. Rocca y colaboradores mostraron una
reduccidn de la concentracién de TG séricos cuando los nanomateriales de CeO, (0,5 mg/kg)
fueron administrados via intraperitoneal durante 6 semanas en ratas Wistar controles (143).
Por otro lado, Bubnov y colaboradores utilizaron ratones BALB/C y CBA obesos mediante
induccidn con dieta rica en grasas, en los cuales administraron nanomateriales de CeO, (0,1,
0,001 y 0,001 M) y/o probidticos durante una semana, mostrando una disminucién en la

concentracion de colesterol en suero y efectos beneficiosos en la microbiota intestinal (146).

El desequilibrio redox a nivel hepatico se ha identificado como causa comun de las alteraciones
metabdlicas como la hiperlipemia asociada a la obesidad y la resistencia a la insulina (194).
Dado que las actividades antioxidante y antiinflamatoria de los nanomateriales basados en
CeO, estan bien descritas (101,106,112,113,195), el siguiente objetivo de nuestro estudio se
centrd en evaluar el efecto de los nanomateriales de CeO, sobre el perfil lipidico mediante la
determinacion de los acidos grasos totales y el lipidoma en suero por GC-MS. En la linea de los
resultados obtenidos por espectrofotometria (TG y cLDL), el analisis por GC-MS mostrd una
reduccion significativa de los acidos grasos totales en suero, tanto saturados como
insaturados. Ambos nanomateriales disminuian las concentraciones de C18:0, C18:1n9t,

C20:3n6 y C22:6n3. Asimismo, especificamente las CeO,@mSiO, reducian significativamente el
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PA (C16:0) y otros cinco acidos grasos (C14:1, C16:1, C18:1n9c, C18:2n6t and C18:3n3). A
continuacién, para profundizar en los efectos sobre los lipidos circulantes, se determind por
GC-MS los componentes lipidicos principales del suero, los cuales se aislaron por extraccién en
fase sodlida y posterior derivatizacién de los acidos grasos en cada fraccidon. El andlisis del
lipidoma evidencid que las ratas Zucker obesas presentaban un incremento en suero de TG,
CE, PC y PE comparado con las ratas Zucker delgadas. Las ratas Zucker obesas tratadas con
nanozimas de CeO, mostraron una reduccién de los acidos grasos derivados de TG, y de forma
mas importante por parte de las CeO,@mSiO, por un efecto reductor sobre los acidos grasos
saturados, y en especial sobre el PA. En global, ambos nanomateriales reducian en mas de un
70% el acido linoleico (C18:2n6c¢) y araquiddnico (C20:4n6), siendo ambos acidos grasos n-6
proinflamatorios y proadipogénicos (181,196,197), y redujeron entre 40-60% otros acidos
grasos (C16:1, C18:0, C18:1n9¢c, C18:1n9t, C18:2n6t, and C18:3n3). Por el contrario, mientras
las CeO,NPs producian una disminucidon abundante del total de PE, las ratas tratadas con
CeO,@mSiO, mostraban una ligera reduccién, por el efecto diferencial en la reduccién del
contenido de C20:4n6 de la fraccién de PE. Por ultimo, ambos nanomateriales no reducian de
forma significativa las fracciones de CE, PC o NEFA. En conjunto, nuestros resultados muestran
como los nanomateriales de CeO, disminuian significativamente los 4cidos grasos derivados de
la fraccién de TG en el suero de las ratas obesas y, especificamente, las CeO,@mSiO, inducian
una mayor reduccidn de las concentraciones circulantes de PA, el acido graso saturado mas

abundante y con propiedades proinflamatorias y citotéxicas.

En las ratas obesas tratadas con CeO,@mSiO,, dicha disminucion de las concentraciones
circulantes de PA estd asociada al efecto antiinflamatorio a través de la reduccidn la citoquina
proinflamatoria TNF-a. En este sentido, Korbecki y colaboradores mostraron como el PA
causaba la induccidén de la respuesta inflamatoria a través de la activacién de TLR4, causando la

sobreexpresion de diversas citoquinas proinflamatorias como el TNF-a (46).
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Dado las propiedades antioxidantes y la distribucion hepdtica mayoritaria de los
nanomateriales de CeQ,, posteriormente se evalud si la actividad antiinflamatoria e
hipolipemiante de los nanomateriales de CeO, se asociaban a una mejora en la expresion
génica en el higado de las ratas obesas. Las ratas Zucker obesas mostraron un incremento
global en la expresién de genes, entre los cuales se sobreexpresaban significativamente los
genes Slc2a4, Cd36, Elovl6, G6pd, Apoal, asi como otros genes del metabolismo de lipidos y
carbohidratos, vias de sefializacién de adipocinas y apoptosis. Las alteraciones moleculares del
metabolismo lipidico anteriormente mencionadas son similares a las descritas en la MAFLD por
Ipsen y colaboradores, entre las cuales destaca el incremento de la expresidon de genes que
intervienen en la captacion de acidos grasos y la lipogenesis de novo (77). El tratamiento con
nanomateriales de CeO, mostré un efecto inhibitorio en la expresion de dichos genes
sobreregulados en las ratas obesas, siendo mas notable en el grupo tratado con CeO,@mSiO,,

comparado con las CeO,NPs libres.

De acuerdo con la reduccién a nivel circulante de TNF-a, esta citoquina se encontraba
infraexpresada en el higado de las ratas obesas tratadas con nanomateriales de CeO,. El
tratamiento con nanozimas de CeO, normalizd la expresién de Mtor y Aktl, genes donde
convergen multiples sefiales inflamatorias y metabdlicas, y Pik3ca, gen que codifica para la
subunidad catalitica del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y es un gen diana esencial del
receptor 2 de TNF. Estos resultados sugieren la inhibicién hepatica de la via PI3K/AKT/mTOR, la
cual interviene en la activacion de la lipogénesis de novo, gluconeogénesis y tumorigenesis, y
concuerdan con la inhibicion global de la expresion de genes relacionados con la sefializacion
de la insulina y el metabolismo y transporte de lipidos. De modo interesante, se ha descrito
previamente una reduccion en la fosforilacién de proteinas que participan en la via PI3K/mTOR
en células hepaticas bajo condiciones de estrés oxidativo tratadas con CeO,NPs (198) vy la
eficacia de las CeO,NPs en un modelo experimental de CHC (141). En la misma linea, ambos
nanomateriales infraexpresaban Stat-3, un factor involucrado en el desarrollo tumoral en la
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obesidad y MAFLD relacionado con un ambiente inflamatorio y oxidativo, incluso en ausencia
de NASH o fibrosis (199,200). Ademds, ambos nanomateriales disminuian la expresion de
Slc2a4 (codifica GLUT4, proteina transportadora de glucosa regulada por la insulina) y Abcgl
(implicado en la homeostasis de lipidos). Se observaron efectos adicionales por parte de las
Ce0,@mSiO, comparado con las CeO,NPs libres, disminuyendo la expresidon de 8 genes que
participan en la fosforilacién oxidativa (Ndufb6), transporte y metabolismo de lipidos (Apoal,
Lpl, Abcal), sefializacion de la insulina (Insr, Pik3r1), apoptosis (Mapkl) y metabolismo de
carbohidratos (Gsk3b). Por ultimo, cabe destacar que la expresién de 12 genes relacionados
con el metabolismo de carbohidratos (Gsk3b, Rbp4), sefializacion de la insulina (/gf1, Igfbp1), y
metabolismo y transporte de lipidos (Acsl5, Acsm3, Cyp2el, Foxa2, Hmgcr, Nr1h3, Nrih4,
Slc27a5) estaba significativamente reducida en las ratas obesas tratadas con CeO,@mSiO,
comparado con aquellas tratadas con CeO,NPs libres. Estos resultados muestran un efecto
protector de las CeO,@mSiO, frente las desregulaciones hepaticas asociadas con la obesidad y
son consistentes con la mayor actividad antioxidante y la reduccion distintiva de TNF-a y PA

por parte de las Ce0,@mSiO,.

A diferencia de las observaciones previas en nuestro grupo, donde en un modelo de rata de
NASH (ratas Wistar con dieta MCD) se lograba la reduccion de esteatosis por el tratamiento
con CeO,NPs (138), en nuestro estudio no observamos diferencias en la esteatosis hepatica,
tanto evaluada por histologia con tincion Oil Red como por el anélisis lipidémico hepdtico por
GC-MS. Dado que la dieta MCD esta caracterizada por pérdida de peso contrariamente al
aumento de tejido adiposo en las ratas Zucker obesas, se estudid posteriormente las
propiedades de los nanomateriales de CeO, en la expresion génica del tejido adiposo de las
ratas obesas. Tal como se esperaba, en el tejido adiposo de las ratas obesas se observé un
incremento de la expresion de genes y dichas desregulaciones fueron revertidas con el
tratamiento con los nanomateriales de CeO,. De forma similar al higado, las CeO,@mSiO,
ejercian un mayor efecto sobre las desregulaciones génicas en el tejido adiposo. Ambos
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nanomateriales reducian significativamente la expresion en tejido adiposo de Nr3c1 (receptor
de glucocorticoides), el cual promueve la adiposidad y las alteraciones metabdlicas asociadas
en ratones alimentados con dieta rica en grasas (201). Esta regulacién negativa también se
observé en Ppargcl, gen regulador de la biogénesis mitocondrial altamente sensible a ROS
(202), y C3, gen que interviene en el metabolismo de lipidos y contribuye al sindrome
metabdlico y a la inflamacion de bajo grado asociada a la obesidad (203). De forma
interesante, las CeO,@mSiO, confieren efectos beneficiosos adicionales, incluido Ia
normalizacidn de diferentes genes implicados en el gasto energético y tasa metabdlica (p. ej.
Agrp, Atrn, Adra2b, Drd1). En la linea de los resultados obtenidos en tejido adiposo, las
CeO,NPs han demostrado inhibir la expresiéon de genes relacionados con la adipogénesis y
reducir la acumulacion de TG en cultivos celulares de preadipocitos 3T3-L1, asi como mejorar

la desregulacién génica del tejido adiposo de ratas Wistar controles (143).

Los mecanismos moleculares especificos que conectan la acumulacion de los nanomateriales
de CeO, en el higado con sus efectos protectores en suero y tejido adiposo deben ser
clarificados en mayor detalle. Sin embargo, nuestros resultados apuntan como factores clave
los efectos significativos en la reduccién hepatica de la citoquina proinflamatoria TNF-a y la
regulacion negativa de la via PI3K/mTOR/AKT, la cual juega un papel fundamental en la
regulacién de la inflamacidn sistémica, metabolismo y homeostasis lipidica (204). Esto también
concuerda con los efectos beneficiosos en la expresidn génica del tejido adiposo, los cuales
conllevan la reduccién de la hiperlipemia e inflamacién sistémica en una especie de

retroalimentacion positiva.

Una de las limitaciones de este segundo estudio es la ausencia de estudio de la localizacidon
celular especifica de los nanomateriales de CeO, dentro del higado (hepatocitos, células
Kupfer, células hepaticas estrelladas) que podria ayudar a caracterizar el mecanismo de accion

antioxidante, antiinflamatorio e hipolipemiante de los nanomateriales en el feedback entre
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higado, tejido adiposo y a nivel circulante. En este sentido, son necesarios mas estudios para
confirmar el mecanismo de accidn hipolipemiante de los nanomateriales de CeO, propuesto

en nuestro segundo estudio.

En resumen, ambos estudios muestran que los nanomateriales de CeO, son internalizados por
las células hepaticas, ejerciendo un efecto protector celular a través de efectos antioxidantes y
antiinflamatorios. En un modelo animal de obesidad, estas propiedades de los nanomateriales
de CeO, se trasladan en una accion hipolipemiante importante y de larga duracién, en la
disminucion de la citoquina proinflamatoria TNF-a e inhibicién hepatica de la via
PI3K/mTOR/AKT, y en la mejora de la expresidon génica hepatica y del tejido adiposo. El
recubrimiento de las CeO,NPs con mSiO, maximiza la mayoria de estos efectos, como
consecuencia de su mayor estabilidad, a la vez que incrementa la selectividad hepdtica y
reduce el contenido pulmonar de cerio. Por lo tanto, el presente trabajo permite establecer los
nanomateriales basados en CeO, como una posible estrategia terapéutica hipolipemiante y
antioxidante segura para tratar las comorbilidades metabdlicas asociadas a la obesidad. Otras
enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperlipidemia, inflamacion de bajo grado y
estrés oxidativo podrian beneficiarse también de la utilizacion de los nanomateriales basados

en CeO,.
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A partir de los resultados obtenidos en los dos estudios que conforman esta tesis doctoral, se

puede concluir que:

1. Los nanomateriales basados en CeO, se internalizan en las células hepaticas HepG2 y

se localizan en orgdnulos tipo endosoma.

2. El tratamiento con CeO,NPs de las células HepG2 expuestas a un estimulo oxidante

(H,0,) reduce la produccién de ROS y mejora la viabilidad celular.

3. En un modelo in vitro de esteatosis hepatocelular, el tratamiento con CeO,NPs
consigue disminuir los acidos grasos saturados mas abundantes C16:0 y C18:0 y la

mayoria de acidos grasos insaturados de mas de 18 carbonos.

4. Las CeO,NPs inducen cambios en la actividad de elongasas y desaturasas que

participan en el metabolismo de los acidos grasos.

5. El recubrimiento con mSiO, de las CeO,NPs mejora la estabilidad, incrementa la
actividad antioxidante y potencia el efecto protector celular comparado con las

CeO,NPs libres.

6. En las ratas Zucker obesas, la administracion de los nanomateriales de CeO, es bien
tolerada, distribuyéndose mayoritariamente a higado y bazo, destacando una menor

presencia de cerio en drganos extrahepaticos por parte de las CeO,@mSiO..

7. Las CeO,@mSiO, reducen las concentraciones plasmaticas y la expresion hepdtica de la

citoquina proinflamatoria TNF-a en ratas Zucker obesas.

8. El tratamiento de las ratas Zucker obesas con CeO,@mSiO, ejerce un mayor efecto

hipolipemiante (TG y cLDL) respecto las CeO,NPs libres.

9. Las CeO,@mSiO, disminuyen las concentraciones plasmaticas de PA.
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10. El analisis del lipidoma sérico muestra una reduccidn de la fraccién de TG por parte de
ambos nanomateriales, siendo mayor la disminucion de los acidos grasos saturados

derivados de TG por parte de las CeO,@mSiO,.

11. Las CeO,@mSiO, mejoran notablemente las desregulaciones génicas en higado y tejido

adiposo asociadas a la obesidad.

Globalmente y segun los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se puede concluir que los
nanomateriales basados en CeO, se postulan como una estrategia terapéutica hipolipemiante
y antioxidante segura para tratar las comorbilidades metabdlicas asociadas a la obesidad. Esta
aproximacién terapéutica podria aplicarse también al tratamiento de otras enfermedades

metabdlicas relacionadas con hiperlipidemia, inflamacién de bajo grado y estrés oxidativo.
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