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1

RESUMEN

La union del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) a su receptor Met con actividad

tirosina quinasa activa una serie de rutas bioquimicas con diversas funciones entre las que
destacan la proliferacion y supervivencia celular.
La enfermedad hepatica colestasica es un sindrome clinico en el que se produce obstruccion
o reduccion del flujo biliar y que se presenta en diversas patologias. EI acimulo de sales
biliares con el que cursa puede llevar a dafio de hepatocitos y en ultimo lugar a fallo
hepatico.

La via HGF/Met es considerada una diana terapéutica importante que esta actualmente
en estudio gracias a su accién reparadora de dafio tisular y accién preventiva del mismo. El
papel sobre la supervivencia celular y la reparacion tisular estd mediado por las proteinas
antiapoptdticas cuya expresion es inducida por esta via, asi como la proteccion frente al
estrés oxidativo con el que cursan muchas de estas patologias, ya que la via lleva a la
activacion de moléculas que controlan el estado redox basal de las células.

Multiples estudios han aportado informacion sobre el importante papel de HGF en la
proteccion frente al dafio hepatico, por lo que se esta trabajando en estrategias terapeulticas
dirigidas a esta via a nivel de prevencion y tratamiento en estas patologias.

ABSTRACT

The binding of the hepatocyte growth factor (HGF) to its tyrosine kinase receptor Met
activates several biochemical pathways that promotes various biological activities and
functions including cell proliferation and survival.

Cholestasis is a clinical sindrome consisting in obstruction or reduction of bile flow that is
present in various pathologies. The accumulation of bile acids can lead to hepatocyte
damage and ultimately liver failure.

For this reason, the HGF/Met pathway is considered an important therapeutic target that
is currently being studied due to its preventive and regenerative action against tissue and
cell damage. The role it plays in cell survival and tissue repair is mediated by the anti-
apoptotic proteins whose expression is induced by this pathway, as well as the protection
against oxidative stress, as this pathway leads to the activation of molecules that control the
basal redox state of the cells.

Multiple studies have provided information about the importance of HGF in protection
against liver damage, which is leading to the development of its use in therapeutic strategies
directed at this pathway both for prevention and treatment of these pathologies.
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2 INTRODUCCION

El higado es una glandula localizada en la parte superior derecha de la cavidad
abdominal, bajo el diafragma, protegido por las costillas y recubierto por la capsula de Glisson,
una cépsula de tejido conectivo fibroso que divide el 6rgano en lobulos y lobulillos mediante
la formacidn de tabiques.(1) Entre sus funciones se encuentran la captacion, almacenamiento y
distribucion de nutrientes y vitaminas a través del torrente sanguineo, el metabolismo de los
hidratos de carbono, compuestos nitrogenados y lipidos, el almacenamiento de glucégeno, la
biosintesis de aminoacidos, urea y nucledtidos, la secrecion de bilis y la detoxificacion.
Mantiene las concentraciones sanguineas de glucosa y de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL, very low density level).

Al ser un organo tan esencial, las enfermedades hepaticas tanto por infecciones viricas,
por drogas, o0 por otras patologias suelen tener un desenlace fatal, siendo una importante causa
de muerte. (2,3)

En cuanto a su organizacion, el higado esta hepatic P A

dividido en dos Idbulos, derecho e . v |

izquierdo. En la cara inferior derecha se
localiza la vesicula biliar, encargada del
almacén de la bilis producida a nivel
hepatico. Presenta una cubierta serosa,
Ilamada peritoneo visceral, que se encuentra
rodeando al higado en toda su superficie
salvo en la region en la que se une al
diafragma. A nivel celular, la organizacién
del higado se basa en la repeticion de una
estructura basica llamada lobulillo hepatico,
en el que se encuentran la vena central o Figura 1. Diagrama de lobulillo hepdtico.

centrolobulillar (figura 1). En los vértices,

entre los lobulillos se encuentra el espacio R0ss: Histologia 5 edicion

portal compuesto por tejido conectivo y la triada portal, formada por una rama de la vena porta,
una rama de la arteria hepéatica y un conducto biliar (encargado de recoger la bilis). La vena
porta se encarga del transporte de sangre poco oxigenada proveniente del tracto
gastrointestinal, bazo y pancreas, la vena central drena el contenido resultante de la actividad
de los hepatocitos y la arteria hepatica se encarga del transporte de la sangre oxigenada desde
la aorta. Los vasos portales y la vena central se comunican entre si mediante los capilares
sinusoidales, cuya pared esta recubierta por endotelio y macréfagos (células de Kupffer). (1)

bile duct

| Trabéculas de
Remak

2.1 ACIDOS BILIARES

El tracto hepatobiliar esta formado por una red de canaliculos biliares, formados por la
region apical de hepatocitos adyacentes, donde se genera la bilis, y por los conductos biliares
intrahepaticos, formados por los colangiocitos, responsables de hasta un 40% del volumen
biliar. (4,5) La circulacion enterohepatica (Figura 2) de los acidos biliares comienza con su
sintesis en los hepatocitos, su transporte hasta el intestino a través de los conductos biliares y
desde ahi, a través de la vena portal hepéatica vuelven al higado. Su sintesis a partir del colesterol
esta controlada por genes reguladores y el receptor de farnesoides X (FXR). (6)

La bilis es una solucién acuosa formada por solutos organicos e inorganicos, cuya
concentracion varia a lo largo del tracto hepatobiliar. De esta forma se distingue entre bilis
primaria o canalicular y bilis modificada o bilis ductular. La bilis canalicular es modificada en
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los conductos biliares a traves de transportadores de electrolitos y canales iénicos localizados
en los colangiocitos, estas modificaciones determinan la fluidificacion y alcalinizacion de la
bilis, y dan lugar a la bilis ductular. En el proceso de formacién de la bilis intervienen numerosas
proteinas transportadoras localizadas en hepatocitos y colangiocitos, y esta regulada por
estimulos metabolicos, hormonales y neurovegetativos. (4,5)

Los &cidos biliares acceden a distintos tejidos mediante proteinas transportadoras cuya
expresion esta regulada por FXR y hormonas circulantes como el factor de crecimiento de
fibroblastos.

Los acidos biliares circulantes se encuentran principalmente conjugados con glicina o
taurina. Esta conjugacion estd mediada por la enzima acido biliar-CoA:aminoéacido N-
aciltransferasa (BAAT), y supone un aumento de la hidrofilia y la solubilidad de estos
compuestos, reduciendo asi su toxicidad y facilitando su metabolizacion a otros acidos biliares.
Cuando se produce un dafio hepatico, la proporcion de &cidos biliares no conjugados aumenta
notablemente. (6)

Varios estudios afirman que niveles elevados de &cidos biliares pueden provocar la
muerte de hepatocitos. Los &cidos biliares producen la muerte de hepatocitos a distintas
concentraciones en funcion de su grado de conjugacion, lo cual varia entre las distintas especies.
Para minimizar el dafio hepéatico producido por los acidos biliares se puede recurrir a la
reduccion del tamafio del deposito de acidos biliares, impulsar la salida de los acidos biliares al
suero o impulsar otras rutas de excrecién alternativas y la promocion de la conjugacion con la
taurina. (6)
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+
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Figura 2. Circulacion enterohepdtica de sales biliares. Imagen disponible en: http://www.ucla.edu.ve/
[consultado el 26-05-2020]
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2.2 ENFERMEDAD HEPATICA COLESTASICA

La colestasis es un sindrome clinico que cursa con la obstruccion o reduccion del flujo
biliar o del metabolismo de las sales biliares y que acompafia a numerosas patologias humanas
como la cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, sindrome de Alagille y atresia
biliar entre otros. (7) Como mecanismo adaptativo frente a la obstruccion, la excrecion de los
acidos biliares puede llevarse a cabo a través del tracto urinario, pero este proceso, si ocurre de
forma prolongada, deriva en dafio renal. (6)

En funcion de la localizacion de la alteracion se clasifican en colestasis intrahepética y
extrahepatica. En la colestasis intrahepatica, la alteracion tiene lugar en el hepatocito o en las
vias biliares localizadas en el interior del parénquima hepético; en este caso, pueden deberse a
diversas causas que llevan a la reduccion del flujo biliar. En la colestasis extrahepatica, la
obstruccion del flujo tiene lugar en una localizacion posterior a la salida de las vias biliares del
higado; esta obstruccién puede ser total o parcial. También pueden clasificarse en funcion de
su desarrollo cronoldgico en agudas y crénicas, siendo consideradas cronicas cuando su
duracion supera los 6 meses.(8) (9) En funcion de su etiologia presentan una gran variedad
(Tabla 1):

Colestasis intrahepatica segun etiologia Colestasis extrahepética segun etiologia:
Aguda: e Coledocolitiasis

e Hepatitis virica ¢ Neoplasia de la cabeza del pancreas

e Hepatitis toxica e Neoplasia de vias biliares

e Colestasis pura por farmacos e Lesiones inflamatorias de los conductos

e Colestasis benigna postoperatoria biliares

e Asociada a infecciones bacterianas e Pancreatitis
Cronica en adultos: Causas menos frecuentes:

o Cirrosis biliar primaria e Hemobilia

Parasitos
Quiste de colédoco
Diverticulo duodenal

e Hepatitis autoinmune (presentacion
colestasica)

e Colangitis esclerosante

e Colangiocarcinoma
Crdnica en poblacion infantil:

e Atresia biliar

o Déficit de a-1-antitripsina

e Displasia arteriohepética

e Enfermedad de Caroli

e Enfermedad de Byler
Otras presentaciones:

e Recurrentes del embarazo

e Idiopética recurrente benigna
Causas menos frecuentes:
Sarcoidosis
Enfermedad de Hodgkin
Insuficiencia cardiaca
Amiloidosis

Tabla 1. Clasificacion de la colestasis en funcion de su etiologia. (9)
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La clinica con la que suelen cursar los pacientes incluye ictericia (coloracion amarillenta
de la piel), coluria (presencia de bilirrubina en la orina), acolia (falta de coloracién en las heces)
y a veces prurito (picor) intenso. Estas manifestaciones asociadas a la colestasis derivan de la
acumulacion en el plasma de las sustancias que normalmente se excretan en la bilis y de la
disminucion de la excrecion biliar en el tubo digestivo; a su vez, pueden deberse a la causa de
desarrollo de la patologia. ElI acimulo de sales biliares provoca dafios en hepatocitos y
colangiocitos, que lleva al desarrollo de apoptosis y oncosis (una necrosis hepatica derivada de
la colestasis obstructiva). Estos dafos, junto a las reacciones inflamatorias llevan al desarrollo
de fibrosis, cirrosis y fallo hepatico en ultima instancia. (7)

Debido a la obstruccion del flujo biliar, se observa un aumento en suero de los niveles
de productos que se excretan en condiciones normales por via biliar, como sales biliares,
bilirrubina conjugada, fosfatasa alcalina (ALP), gamma-glutamil transferasa (GGT),
5’nucleotidasa, colesterol total y esterificado. Los niveles elevados de GGT y de 5’ nucleotidasa
son indicadores de que el aumento del nivel de ALP se debe a una afeccion hepatica, mientras
que si solo se observa un aumento en los niveles de GGT, es menos especifico de colestasis,
pudiendo deberse a induccion enzimatica derivada del consumo de alcohol o drogas.(8) Los
niveles de transaminasas dependen de la etiologia de la colestasis. (9) A parte de estos productos
excretados por via biliar, se producen cambios en la concentracion de acidos biliares en los
distintos compartimentos fisiol6gicos, ya que tanto la colestasis intrahepatica como la
extrahepatica cursan con un descenso en la formacion de acidos biliares secundarios, ya que no
pueden ser metabolizados por las bacterias intestinales al estar obstruido el flujo hacia el
intestino. (6) Estas variaciones en los niveles séricos son uno de los factores que se miden en el
diagnéstico de colestasis. En el caso de lesiones de conductos intrahepaticos,
colangiocarcinomas y enfermedades granulomatosas, los pacientes presentan una elevacion
muy marcada de los niveles de ALP. En los casos de colestasis anictérica o disociada, los
pacientes presentan alteraciones en los niveles de enzimas de colestasis con excepcion de la
bilirrubina, que mantiene niveles normales. Otro signo clinico propio de las colestasis es el
alargamiento del tiempo de protrombina. (9)

Para excluir en el diagnostico (Figura 3) si se trata de conductos intrahepaticos o
extrahepaticos dilatados, el primer paso suele ser una ecografia abdominal, ya que es una
técnica sensible, especifica, no invasiva y relativamente barata; aunque presenta limitaciones
como la posibilidad de no observar alteraciones de los conductos biliares propias de colangitis
esclerosante, asi como el hecho de que la region inferior de los conductos biliares y el pancreas
no se observan con facilidad con esta técnica. Frente a la presencia de alteraciones en los
conductos biliares, el diagndstico posterior dependerd de la sospecha de la patologia que
presente el paciente, pudiendo recurrir a técnicas como:

e Colangiopancreatografia de resonancia magnética (MRCP, magnetic resonance
cholangiopancreatography) se considera una opcion segura para la exploracion del
tracto biliar, presentando una elevada precision en la deteccion de obstruccion del tracto
biliar. Se usa en pacientes que presenten una colestasis de origen desconocido.

e Ecografia endoscopica (EUS), permite la deteccion de calculos en los conductos biliares
y lesiones que provoquen la obstruccion a nivel extrahepatico. Se usa como alternativa
a MRCP.

e Colangiopancreatografia endoscopica (ERCP), es la técnica empleada para la
visualizacion de los conductos biliares y el tratamiento de obstrucciones biliares
extrahepaticas, aunque presenta una tasa de complicaciones significativa, por lo que se
usa en casos en los que no se pueda recurrira MRCP ni EUS.

-7-
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Si en los estudios de imagen no se observa obstruccion mecanica de los conductos, se lleva a
cabo el diagnostico de colestasis intrahepatica. En los casos en los que el paciente presente
historia clinica que haga sospechar que su patologia se debe a alteraciones a nivel extrahepatico,
se debe recurrir a diagndstico clinico y se suelen repetir las pruebas de imagen. Cuando se ha
descartado la obstruccion extrahepatica se recurren a distintas técnicas en funcion de la clinica:
Deteccion en suero de la presencia de anticuerpos antimitocondriales (AMA), se lleva
a cabo en pacientes adultos con colestasis intrahepética cronica.

Biopsia hepatica, es la técnica empleada en pacientes que presenten resultados negativos
en la deteccion de anticuerpos antimitocondriales y anticuerpos antinucleares
especificos de cirrosis biliar primaria. Se usa cuando el diagnostico no esté claro y es
muy importante prestar atencion al estado de los conductos biliares en la evaluacion

histoldgica. (8)

| FOSFATASA ALCALIMA ELEVADA |

Ecografiz abdominal

Anamnesis
Examen fisico

‘ia biliar no

Wiz biliar dilatada

dilatzdz
AMA
ANA, -
AMA: anticuerpos
antimitocondriales
ARAA AMA o
ANA ANA ANA: anticuerpos antinucleares
negativo pasitivo . I : ;
CBP: cirrosis biliar primaria
— CEP: colangitis esclerosante
Hepatotoxicidad Hepatotoxicidad
NO al primaria
ERCP: colangiopancreatografia
| Biopsiz hepatica | | Suspender toxicos endoscopica retrograda
| Marmal | | Patcldgica |
ColzngioRNN | Patoligica | | p—
Ecoendoscopia

Marmal

Ma sospecha clinica

de CEF

Sospecha clinica de
CEP

Figura 3. Algoritmo diagndstico de la colestasis intrahepdtica. (Adaptado de: EASL Clinical
Practice Guidelines: Management of cholestasic liver diseases. Liver Journal of Hepatology 51
(2009) 237-267)
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En cuanto al tratamiento de estas patologias varia en funcion de la afeccién, pudiendo
tratar quirargicamente afecciones como calculos renales, mientras que otras patologias suelen
requerir trasplante de higado, como es el caso de la atresia biliar, la colangitis biliar primaria y
la colestasis intrahepatica familiar progresiva. (6) El enfoque en el que se suele basar el
tratamiento de las colangiopatias se basa en limitar el dafio en los conductos biliares, ya que las
estrategias terapéuticas para estimular la proliferacion colangiocelular son limitadas. Por esto,
las estrategias actuales suelen basarse en la proteccién de los colangiocitos frente a los
mecanismos de muerte celular asociados a estas colangiopatias. Uno de los farmacos més
usados en estas patologias hepaticas es el acido ursodesoxicolico (UDCA, ursodeoxycholic
acid), un acido biliar hidrofilico que presenta la capacidad de contrarrestar la apoptosis y
necrosis inducida por las sales biliares, que ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de cirrosis biliar primaria, aunque sus efectos a largo plazo
no se conocen del todo. (10)

En los casos en los que los pacientes presentan alargamiento del tiempo de protrombina, la
administracion de vitamina K via parenteral corrige esta alteracion, salvo en los casos de
disfuncion hepatocelular grave, en los que la administracién no es Util.

2.3 VIA DE SENALIZACION HGF/MET

231 HGF

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor) es producido por
las células mesenquimales y células del estroma y entre sus funciones se encuentran la
estimulacién de la proliferacion de células epiteliales y la morfogénesis (formacion de
estructuras tridimensionales complejas a partir de células epiteliales) y angiogénesis de varios
organos. (11)

Es sintetizado en forma de precursor inactivo pro-HGF sobre el que actlian unas serinproteasas
especificas entre las que se encuentran el activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA), el
activador de plasmindgeno tisular (tPA), el factor de coagulacion Xlla y el activador de HGF
(HGF-A). (12-14)

Su forma activa estd compuesta por dos subunidades (Figura 4) (15), una subunidad o de 69
kDa, o cadena pesada y una subunidad B de 34 kDa, o cadena ligera, unidas por puentes
disulfuro. La subunidad o esta formada por un péptido sefial, una estructura de horquilla con el
extremo N-terminal y cuatro dominios kringle que son estructuras altamente conservadas en
bucle, estabilizadas por puentes

disulfuro intramoleculares, que HGE

conforman una pequefia region a-chain B-chain
espaciadora entre las cadenas o y f ' !
B. La subunidad B esta formada  =fpHEb={ KI H K2 H k& H K |=—
por un motivo de tipo serin

proteasa, pero no presenta

actividad catalitica al no presentar Figura 4. Estructura del HGF. (Fuente: Adaptado de “ The Role of HGF/c-Met Pathway
la triada catalitica ASp-HiS_Ser_ Signaling in Human Medulloblastoma”- Faria C, Smith C, Rutk J - In: Molecular
(11 16 ]_7) Targets of CNS Tumors. InTech-2011)

HL (estructura de horquilla), K1-K4 (dominios Kringle), SPH (dominio serin proteasa)
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Aunque el HGF no sea especifico del higado, el hecho de que tenga actividad en
hepatocitos aumenta la posibilidad de que sea clinicamente util en determinadas patologias
relacionadas con el higado. (16) Fue identificado inicialmente como un potente mitdgeno de
hepatocitos, pero estudios mas recientes indican que la union de HGF al receptor Met activa
una serie de vias de sefializacion que actian sobre diversos procesos bioldgicos en una gran
variedad de células, y no tiene solo efecto mitégeno, si no también morfogénico, motogénico y
antiapoptatico. Tiene un papel importante al atenuar la progresion de distintas enfermedades al
actuar como un factor de reparacion intrinseco. Los niveles de HGF en el organismo varian en
funcién de distintos factores como la edad, el sexo, el embarazo y el desarrollo de patologias.
(12)

2.3.2 RECEPTOR MET B«

MET

Es codificado por el protooncogén c-met o
Met, que da lugar a un receptor transmembrana con
actividad tirosina quinasa. Se expresa en células
epiteliales de multitud de tejidos, y también en
celulas endoteliales y neuronas. Esta expresion es
inducida por factores entre los que se encuentra el
HGF, el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
la interleucina-1 y 6 (IL-1 y 6) y el factor de
necrosis tumoral (TNF-a).

El receptor Met es un heterodimero (Figura — membrane
5) (15) formado por una subunidad a de 50 kDa en
la region extracelular, que presenta el extremo N-
terminal y una subunidad  de 140 kDa formada
por un dominio semaforina (SEMA), un dominio
integrina (PSI) rico en cisteina, cuatro dominios de
tipo inmunoglobulina  (IPT), una regién
transmembrana, una region yuxtamembrana, un

dominio intracelular con actividad tirosina quinasa Figura 5. Estructura del receptor Met (Fuente: Adaptado de “ The
_ : Role of HGF/c-Met Pathway Signaling in Human
y una cola C-terminal. Medulloblastoma”- Faria C, Smith C, Rutk J - In: Molecular

Targets of CNS Tumors. InTech- 2011)

Sema domain

PSI domain

IPT domain

Juxtamembrane
sequence

Catalytic region

Multifunctional docking site

2.3.3 VIAHGF/MET

La ruta HGF/Met (Figura 6) induce y coordina procesos entre los cuales se encuentran
la mitogénesis (proliferacion celular), la supervivencia (proteccion frente a la apoptosis), la
diferenciacion, la motogénesis y la morfogénesis. (18) Esta via de sefializacion esta relacionada
con el desarrollo de determinados canceres, debido a su papel sobre la angiogénesis y el
crecimiento tumoral, habiéndose descrito la sobreexpresion de HGF y Met en distintos tipos de
tumores. (11,19)

La union de HGF al receptor Met resulta en la homodimerizacion del receptor y la
fosforilacion cruzada de los residuos de tirosina Tyr 1234 y Tyr 1235, localizados en la region
catalitica. Tras este proceso, los residuos de Tyr 1349 y Tyr 1356 localizados en el extremo C
terminal se fosforilan y generan un sitio de anclaje para el reclutamiento de proteinas que
participan en la transduccién de sefiales, entre las que destacan dos proteinas adaptadoras: la
proteina Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) y la proteina de unién asociada a Grb2
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Ilamada Gabl (Grb2-associated protein 1); y proteinas transductoras de sefiales, como la
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) y STAT3 (transductor de sefial y activador de transcripcion).

{GrB2 .
“GAB1 ')

p - MOTILIDAD

:’_\) ' CELULAR
® | @

PROLIFERACION
Y CRECIMIENTO

IKB

ANTI-APOPTOTICOS

CRECIMIENTO CELULAR

Bel-2  BelAL ) SOBREVIVENCIA
DIFERENCIACION

ANTIOXIDANTES ONCOGENESIS
‘:.:.1»’ o
GSTH ((Y-GCs SOD

PROLIFERACION

Figura 6. Via HGF-Met (Fuente: “ EL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS Y SU RECEPTOR C-
MET EN LA PROTECCION CONTRA EL DANO HEPATICO INDUCIDO POR EL ALCOHOL” - Palestino-
Dominguez M, Clavijo-Cornejo D, Gutiérrez-Ruiz MC, Gémez-Quiroz LE —2012)

La via HGF/Met presenta una peculiaridad gracias al dominio yuxtamembrana del
receptor, que contiene la Ser 956 y la Tyr 1093, que al ser fosforiladas inician el proceso de
endocitosis y el reclutamiento de ligasas de ubiquitinas que llevan a cabo la degradacion del
receptor tras la activacion de éste, permitiendo asi una regulacion negativa de la ruta. (20)

La fosforilacion de la Tyr 1313 localizada en el extremo C terminal genera un sitio de union
por el que tiene preferencia PI3K. Por otro lado, la fosforilacion de Tyr 1349 y Tyr 1356 lleva
a la union y/o activacion de proteinas como Grb2 y Gabl. (20,21)

La ruta mediada por PI3K lleva a la activacion de factores como NF-kB que favorecen la
expresion de proteinas antiapoptdticas, como las proteinas de la familia Bcl-2 (linfoma de
células B 2), y la proteina inhibidora de apoptosis XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein), por lo que ejerce un papel importante en la supervivencia celular y la reparacion
tisular.

En cuanto a la proteccion frente al estrés oxidativo, esta via es capaz de regular el estado
redox basal de las células. Esta accion reguladora estd mediada entre otros por el factor de
transcripcion Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2), encargado de la regulacion de
la expresion de genes antioxidantes y citoprotectores, como los que codifican para glutation S-
transferasa (GST), gamma-glutamil cistein sintetasa (y-GCS) y NADPH deshidrogenasa.
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Durante el desarrollo de la colestasis, el dafio hepético induce la liberacion de HGF, que lleva
a la activacion de Nrf2 y éste a su vez da lugar a la respuesta antioxidante mediante la induccién
de diversas enzimas, contrarrestando asi el dafio hepatico.

3 OBJETIVOS

Entre los objetivos de este trabajo se encuentra destacar la importancia de la via HGF/Met
en el contexto de las patologias hepéticas, especialmente la enfermedad hepética colestasica y
el papel que juega esta via en su prevencion, diagnostico y tratamiento,- con el fin de poder
disefiar nuevas estrategias terapéuticas en dichas patologias.

Asimismo, se pretende analizar los resultados de estudios en este campo. En concreto me
he centrado en dos trabajos en los que se estudia el efecto de HGF frente al dafio colestasico
inducido por ANIT en ratones, en los que se analizan tanto parametros bioquimicos como
alteraciones fisiopatoldgicas de los animales.

4 MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo una revision bibliogréfica enfocada al papel del factor de crecimiento
hepético sobre la enfermedad hepética colestasica. La revision se basé en publicaciones y
articulos cientificos obtenidos de bases de datos como PubMed y Elsevier.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los primeros estudios llevados a cabo para conocer la actividad de HGF frente al
dafo hepatico fue realizado en California por investigadores del departamento de investigacion
de endocrinologia, mediante experimentos con ratas a las que se les indujo colestasis
intrahepéatica mediante la administracion de ANIT (cu-naphthylisothio-cyanate). Los efectos
hepatotoxicos derivados de la administracion de ANIT se ponian de manifiesto 48 h tras su
administracion y consistian en aumentos de los niveles séricos de bilirrubina, alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y ALP. Estas alteraciones
bioquimicas se presentaban junto con alteraciones fisioldgicas, como extension del edema
periportal, hipertrofia del epitelio del conducto biliar y regiones del paréngquima hepatico con
necrosis.

METODOLOGIA

ANIT fue disuelto en aceite de cacahuete a una concentracion de 12,7 mg/ml y fue
administrado via intraperitoneal en dosis de 50 mg/kg. La hepatotoxicidad de esta dosis fue
establecida en estudios preliminares. Se us6 HGF humano recombinante diluido en una
solucion estéril de tampdn fosfato salino (PBS) con albdmina de suero bovino (BSA) al 0,1%.

Los experimentos fueron realizados usando dos lotes de HGF que presentaron la misma
potencia in vitro. HGF fue administrado via intravenosa (i.v.) en voliumenes de 0,3 mL en las
dosis descritas. Los animales a los que no se les administraba HGF fueron inyectados via i.v.
con el mismo volumen de vehiculo. Se trata de un experimento simple ciego.
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- Experimento 1:

ANIT fue inyectado a tiempo 0 (50 mg/kg). Se inyectd HGF (320 pg/kg por inyeccion)
o vehiculo en la vena lateral de la cola 30 min antes de la administracion de ANIT y
posteriormente a las 6, 12, 24, 30 y 36h tras la administracion de ANIT. A las 48h, se
recolectaba suero y se analizaban los niveles totales de bilirrubina, ALT, AST y ALP. Las
muestras de higado fueron fijadas en formol tamponado neutro al 10%, incorporadas en
parafina, seccionadas y tefiidas con hematoxilina y eosina para el andlisis histopatologico.

- Experimento 2:

La administracion de ANIT y HGF se realiz6 como en el experimento 1, con la
diferencia de que se usaron dosis distintas de HGF (32, 105 y 320 pg/kg por inyeccion),
con la finalidad de conocer si los efectos protectores de HGF eran dosis-dependiente.

- Experimento 3:

Se emplearon catéteres insertados en la vena yugular para facilitar la inyeccion i.v. de
HGF y del vehiculo. Se realiz6 para determinar si HGF era efectivo incluso si la
administracion se retrasaba hasta 12h tras la administracion de ANIT. Todos los animales
recibieron una inyeccién intraperitoneal de ANIT a tiempo 0. Un grupo recibié 6
inyecciones via i.v. de HFG (280 pg/kg por inyeccion), en los mismos tiempos que en el
experimento 1. Un segundo grupo fue administrado el vehiculo 30 min antes de la
administracion de ANIT y 6 h tras la administracion de ANIT, y tras esto recibi6 4
inyecciones de HGF (280 pg/kg por inyeccién) alas 12, 24, 30 y 36 horas. Un tercer grupo
fue administrado vehiculo sin HGF a cada tiempo. Se us6 un grupo de animales no tratados
como grupo control.

RESULTADOS:

- Experimento 1.

Las dosis de ANIT usadas en estos estudios no tuvieron un efecto notable en el tiempo
de protrombina, pero provocaron un aumento notable en los niveles séricos de bilirrubina,
ALT, AST y ALP (Figura 7A).

Estos efectos de ANIT fueron atenuados en los animales a los que se les administré HGF.
- Experimento 2.

Los efectos sobre la regulacion de los niveles séricos de las enzimas varian en funcion
de la dosis de HGF, siendo los niveles enzimaticos significativamente reducidos en los
animales a los que se les administré la dosis de 320 pg/kg. La dosis de HGF de 105 pg/kg
tuvo efectos sobre los niveles de ALT y bilirrubina, disminuyéndolos, pero no tuvo efectos
significativos sobre los niveles de AST ni ALP. La dosis de HGF de 32 pg/kg no mostrd
ningun efecto significativo sobre ninguno de los parametros medidos. (Figura 7B)

- Experimento 3.

Se observo que la administracion retrasada de HGF fue igual de efectiva en los
parametros medidos. (Figura 7C)
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En cuanto a los efectos a nivel histolégico en los animales a los que se administro el
HGF tras 12h, estos fueron comparables con los encontrados en los animales que recibieron el
HGF 30 min antes de la administracion de ANIT. En ambos casos, la administracion de HGF
no tuvo efectos en la colangiohepatitis, pero si actud previniendo las lesiones parenquimales.

En este experimento, ademas de corroborar el efecto reductor de la hepatotoxicidad por
la administracién de HGF de estudios anteriores como el de Ishiki et al. (22), se demostré que
el retraso de la administracion de HGF hasta 12h tras la administracion de ANIT, no tenia efecto
sobre su efectividad, aunque el acumulo de dosis total en estas situaciones se redujese.

Los efectos protectores de HGF se manifestaron como reduccién de los niveles de enzimas
hepaticas y bilirrubina total en el suero. Hay que tener en cuenta que aunque HGF fue efectivo
en todos los experimentos, la magnitud de la respuesta fue variable, ya que en algunos
experimentos, HGF blogueaba casi al completo los efectos del ANIT, obteniendo resultados
muy similares a las ratas control, mientras que en otros experimentos los efectos de HGF eran
menos notables (como se observa si comparamos la figura7 Ay 7 C, en las que se emplea el
mismo lote de HGF). Se desconoce la causa de esta variabilidad, pero se cree que puede deberse
a los grupos de animales de experimentacion.

Los efectos protectores de HGF fueron mas constantes que los efectos sobre los niveles
serologicos de los marcadores. Los animales que recibieron administracion de HGF no
presentaban dafios a nivel periportal, independientemente de los niveles serologicos de los
marcadores detectados. Una explicacion posible es que los mecanismos que producen el dafio
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a nivel histologico son mas sensibles al HGF que los que producen el aumento de los niveles
séricos de las enzimas y la bilirrubina. (16)

En un estudio més reciente, se analizé la capacidad de HGF para contrarrestar el dafio
causado por ANIT. ElI mecanismo de ANIT en la colestasis incluye la disminucién de la
expresion de los transportadores de &cidos biliares, la interrupcion de las uniones estrechas
celulares y la obstruccion biliar debido a la descamacion de las células epiteliales del conducto
biliar.

METODOLOGIA

Se emplearon ratones CD1 (Mus muculus domesticus), los cuales fueron divididos en
dos grupos, uno al que se le administr6 ANIT (60 mg/kg, intragastrico, diluido en aceite de
soja) y un segundo grupo al que no se le administrdé ANIT. 24 horas tras la administracion de
ANIT al primer grupo, se administr6 a ambos grupos una dosis de 10 pg/kg de HGF via
intravenosa. 48 horas tras el tratamiento con ANIT los animales fueron sacrificados y se llevd
a cabo una extraccion de sangre, bilis y tejido hepatico para los posteriores analisis.
Se llevo a cabo la determinacion de los niveles de: AST, ALT, ALP, GGT, sales biliares y
bilirrubina. Se determinaron las especies reactivas de oxigeno (ROS) in situ, y se llevd a cabo
un analisis de imagen mediante inmunofluorescencia para estudiar la amplitud de los
canaliculos biliares asi como un andlisis de la estructura del conducto biliar mediante
microscopia electrénica.

RESULTADOS

Se comprobd que ANIT inducia dafio hepatobiliar dependiente del tiempo de
exposicion. Se observaron aumentos de los niveles séricos de AST, bilirrubina total, sales
biliares y ALP. Estos niveles disminuian ligeramente a las 48 horas y se cree que fue debido a
la activacion de transportadores a nivel renal que servian como via de excrecion alternativa. A
nivel macroscopico se observo en los animales tratados con ANIT inflamacion a nivel de la
vesicula biliar, desarrollo de hepatomegalia y areas necréticas. Todo esto muestra claramente
que ANIT induce dafio hepatobiliar.

En cuanto al papel de HGF frente a estos dafios, se observo:

» HGF presenta propiedades anticolestasicas. Se observé una disminucion notable de los
niveles séricos de AST, ALT, ALP y GGT en los animales tratados con HGF (frente a
los tratados exclusivamente con ANIT), asi como un descenso en los niveles de
bilirrubina total y los niveles de sales biliares. A nivel macroscépico, los animales
tratados con HGF+ANIT mostraron un descenso significativo de las lesiones tisulares,
la inflamacion de la vesicula biliar y la hepatomegalia.

= HGF corrige las alteraciones del flujo biliar inducidas por ANIT. El grupo al que se le
administro solo ANIT, present6 un descenso del flujo biliar mientras que el grupo tratado
con HGF present6 valores normales de flujo.

= HGF disminuye el estrés oxidativo inducido por ANIT. El tratamiento con ANIT
provocaba un aumento del contenido celular de O2-. Estos niveles de ROS disminuian
notablemente en el grupo tratado conjuntamente con HGF, lo cual se correspondia con
los datos obtenidos sobre la normalizacion de la peroxidacion lipidica en el grupo al que
se le administré HGF.

= HGF actla preservando la union estrecha de las estructuras celulares alteradas por la
exposicion a ANIT. El tratamiento con HGF mostré un aumento de la amplitud del
canaliculo biliar comparado con el grupo no tratado.

-15 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

» HGF normaliza las alteraciones inducidas por ANIT sobre la proteina reguladora de
conductancia transmembrana (CFTR), que participa en el control de la secrecion de
sodio, cloro, agua y bicarbonato. En las colangiopatias es comun el defecto de la
secrecion de bicarbonato; este proceso de secrecion tiene efectos protectores frente al
dafo colestasico en los conductos biliares, por lo que se considera un factor critico en la
proteccion del epitelio biliar. En el estudio se observo que ANIT indujo un descenso
significativo de la expresion de CFTR y que el tratamiento combinado con HGF restauro
la expresion de la misma a valores normales.

= HGF protege los cilios de los colangiocitos frente al dafio por ANIT. Los cilios primarios
de los colangiocitos tienen un papel importante en la normal secrecion biliar. El andlisis
con microscopia electrénica mostro que los cilios de los animales tratados con ANIT
eran de menor tamafio y casi inexistentes, mientras que su morfologia se restauraba en
el tratamiento combinado con HGF.

» HGF induce la expresion de los transportadores ABC. Se evalu6 la expresion génica de
los genes Abcc2, Abcbll, Abcc3 y Abccd. La bomba exportadora de sales biliares
(Bsep, expresion regulada por Abcbll) y la proteina 2 asociada a la resistencia de
farmacos (Mrp2, expresion regulada por Abcc2) aumentaban su expresion en el grupo
tratado con ANIT como respuesta adaptativa frente a la colestasis, y la administracion
de HGF contrarrestaba estos efectos. Por otra parte, la expresion de las proteinas 3 y 4
asociadas a la resistencia de farmacos (Mrp3, expresion regulada por Abcc3 y Mrp4,
expresion regulada por Abcc4) aumentaban su expresion en los animales tratados con
HGF y ANIT. Estos cambios de la expresion de los transportadores permitian una mejor
depuracion de sales biliares y bilirrubina del organismo de los animales tratados con
HGF y ANIT.

DISCUSION

En este estudio se llego a la conclusion de que el estrés oxidativo juega un papel muy

importante en la colestasis inducida por ANIT, y el dafio oxidativo representa uno de los
primeros efectos de ANIT sobre los hepatocitos, al desencadenar mecanismos como la
desorganizacion de la actina, seguido de la internalizacion de la Bsep y de Mrp2, asi como
alteraciones de las uniones celulares.
Los antioxidantes presentan efectos anticolestaticos en la colestasis inducida por ANIT, y
algunos de ellos simultineamente activan Nrf2, lo cual sugiere una relacién entre ambos
fenémenos. Por ello, es muy probable que HGF lleve a cabo sus efectos anticolestaticos
mediante la activacion de Nrf2, que regula a su vez la expresion de genes antioxidantes y
citoprotectores, como la NADPH deshidrogenasa. Los resultados de este estudio muestran un
aumento notable del contenido de ROS inducido por ANIT y la normalizacion de los niveles
mediado por HGF.

En los ratones que fueron tratados con ANIT y HGF se observd un aumento de la
expresion de los transportadores basolaterales de sales biliares Mrp3 y Mrp4, que permite
mantener valores intracelulares bajos de sales biliares a pesar del fallo en la secrecion de las
mismas. Los sustratos preferentes para cada transportador son bilirrubina (principalmente sus
conjugados glucurénidos) para Mrp3 y acidos biliares conjugados para Mrp4. Ambas sales
biliares enddgenas son sustancias altamente citotoxicas que llevan a la muerte celular por
necrosis y apoptosis, incluyendo alteraciones funcionales mitocondriales que llevan a la
generacion de mayor estrés oxidativo. Por otro lado, HGF ejerce un efecto diferencial sobre los
transportadores canaliculares al disminuir la expresion de Bsep y Mrp2, disminuyendo asi el
efecto colerético, lo cual tiene importantes implicaciones terapéuticas tanto en obstrucciones
biliares como en colangiopatias.

-16 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Uno de los hallazgos novedosos en este estudio es el hecho de que la expresion de CFTR esta
reducida en animales tratados con ANIT y se restaura a valores normales al tratarlos
conjuntamente con HGF. Entre los efectos dafiinos de ANIT se encuentra la induccién de la
respuesta inflamatoria, y se ha observado que las citoquinas proinflamatorias ejercen una
regulacién negativa sobre CFTR. Esta disminucion de la actividad de CFTR puede contribuir
en el desarrollo de la colestasis al reducir la coleresis (secrecion de bilis por el higado), ya que
la falta de cloruro a nivel luminal lleva a una disminucion de la actividad del intercambiador
anionico AE2, que media el intercambio de bicarbonato y cloruro, lo cual provocard un
descenso del flujo biliar que agravara el proceso obstructivo.

En cuanto al papel sobre los cilios primarios de los colangiocitos, éstos juegan un papel
importante en la proliferacion de los colangiocitos en situaciones de colestasis obstructiva al
mediar la respuesta adaptativa del organismo. Al contrarrestar los dafios producidos por ANIT
sobre los cilios, HGF permite que los conductos biliares lleven a cabo el mecanismo reparador
y el reemplazo de las células dafiadas. (23)

6 CONCLUSIONES

Las enfermedades hepéticas colestasicas siguen siendo patologias poco estudiadas en
relacion con su incidencia en la practica clinica, por lo que seria interesante analizarlas tanto
desde el punto de vista clinico como fisiologico para conseguir mas informacion acerca de las
vias de sefializacion que median los mecanismos hepatoprotectores asi como los efectos que
tienen sobre la respuesta frente al dafio hepatico,- lo que permitird una mejor actuacion frente
a las mismas.

La via HGF/Met ha demostrado jugar un importante papel durante el desarrollo y/o la
progresion de enfermedades hepaticas. Los efectos protectores del factor HGF se han puesto de
manifiesto en numerosos ensayos y modelos experimentales de dafios de distinta naturaleza y
etiologia, como se ha mostrado en los estudios con ratones con colestasis inducida por ANIT,
en los cuales HGF revertia gran parte de los dafios o los atenuaba mediante la activacion de
distintas vias de sefializacion que llevaban a la normalizacion de los niveles séricos de enzimas
propias de procesos colestasicos, la reduccién del estrés oxidativo y al mantenimiento y
restauracion de las estructuras celulares, entre otros. En base a los resultados de estos estudios
preclinicos, la via HGF/Met constituye una interesante diana terapéutica para el desarrollo de
estrategias de abordaje de enfermedades hepaticas colestasicas.
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