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1. RESUMEN

La fibrogénesis hepéatica se define como un complejo y dinamico proceso
fisiopatoldgico caracterizado por el depdsito de tejido fibroso en el higado como
consecuencia de un desequilibrio entre la produccion y la degradacion de los
componentes de la MEC en respuesta a varias agresiones repetitivas o crénicas de
intensidades suficientes para conducir a este proceso de cicatrizacion.

En la actualidad las estrategias terapéuticas se basan en la eliminacion del agente causal
y en (ltima instancia, trasplante hepético, con el impacto sanitario que ello conlleva.
Recientemente el conocimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo de la
fibrosis hepética ha abierto las puertas a nuevas estrategias terapéuticas necesarias.

En este contexto de busqueda de dianas terapéuticas se encuadra la familia de proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP) debido a su reciente relacion con diversos procesos
fisiologicos hepaticos, siendo especialmente prometedor el efecto protector frente a la
fibrosis de BMP-7 descrito por numerosos estudios.

Las BMPs son factores de crecimiento multifuncionales que pertenecen a la
superfamilia del factor de crecimiento transformante (TFGp). Es debido a esta similitud
estructural que se ha postulado el mecanismo antifibrotico de BMP-7, que actuaria
como antagonista de la sefalizacion de TFG, un conocido inductor de fibrosis en
tejidos, evitando la activacion de distintos tipos celulares a miofibroblastos, principales
responsables del mantenimiento y evolucion fibrética. Distintos experimentos in vivo e
in vitro empleando BMP-7 recombinante han demostrado una cierta reversion del grado
de fibrosis. Sin embargo, su posible efecto antifibrotico no esta libre de controversia. Es
necesario llevar a cabo mas estudios que despejen las dudas sobre su potencial efecto
protector en la fibrosis asi como el papel que ejerce a lo largo del proceso, para poder
realizar ensayos clinicos en un futuro que permitan utilizar BMP7 como agente

antifibrético.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
Histologia del higado:

El higado es la glandula mas grande del organismo. Se localiza en el cuadrante superior

izquierdo de la cavidad abdominal, protegido por la parrilla costal.
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El higado desempefia un papel importante en la captacion, almacenamiento y distribucién
de sustancias nutritivas y vitaminas que circulan el torrente sanguineo. También mantiene
la concentracion sanguinea de glucosa y regula las concentraciones circulantes de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Ademas, el higado esta implicado en el
metabolismo y degrada o conjuga muchos farmacos y sustancias toxicas, pero puede ser
abrumado por estar sustancias y sufrir lesiones. También es un drgano exocrino, produce
la bilis que contiene sales biliares, fosfolipidos y colesterol. Por ultimo, el higado
desempefia funciones de tipo endocrino importantes, como la sintesis de proteinas.

Se encuentra anatomicamente dividido por surcos profundos en dos grandes lobulillos

(derecho e izquierdo) y dos pequefios (cuadrado y caudado).

La forma tradicional y mas grafica de describir la estructura del higado es la del lobulillo
hepatico clasico. Tiene forma hexagonal y esta constituido por cordones de hepatocitos
dispuestos de manera radial alrededor de la vena centrolobulillar. Entre los cordones se
localizan los sinusoides hepaticos que desembocan en la vena centrolobulillar. El
paréenquima hepatico lo conforman los hepatocitos que representan aproximadamente el
80% del higado. Tienen una vida media de 5 meses y ademas poseen una capacidad de
regeneracion considerable cuando la sustancia hepética se pierde por procesos toxicos,

enfermedades o cirugia.

Los sinusoides hepaticos forman canaliculos vasculares que discurren entre los
cordones de hepatocitos. Estan revestidos por un delgado epitelio discontinuo y poroso
y el espacio que separa el endotelio de los hepatocitos se denomina espacio de Disse. En
este espacio penetran las microvellosidades de los hepatocitos permitiendo un
intercambio directo de sustancias con la sangre. En los sinusoides hepéaticos podemos
encontrar diferentes tipos celulares:

- Células de Kuppfer, son macrofagos procedentes de los monocitos sanguineos. Se
sitian en numerosos lugares a lo largo de los sinusoides emitiendo en muchas ocasiones
seudopodos que penetran en el espacio de Disse. Estan especializados en la fagocitosis
de eritrocitos envejecidos y reciclaje del hierro e intervienen en la modulacion de la
respuesta inmune y la respuesta inflamatoria mediante la produccién de mediadores
quimicos.

- Células de estrelladas hepaticas, cominmente denominadas células de Ito, se localizan
en el espacio de Disse y se caracterizan por ser el principal de depdsito de vitamina A

en forma de inclusiones lipidicas en su citoplasma. En algunas patologias hepaticas, las
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celulas estrelladas hepaticas pierden su capacidad de almacenar vitamina A y lipidos y
se diferencian en células con las caracteristicas de miofibroblastos. Estas células

parecen desempefiar un papel importante en la fibrogénesis hepética; sintetizan y
depositan colageno tipo 1y tipo Il dentro del espacio perisinusoidal. Ademas contienen
en su citoplasma elementos contréctiles como filamentos de actina a que durante la
contraccion celular reducen el lumen de los sinusoides lo cual conduce a la hipertension
portal.

- Células natural killer son linfocitos granulados que destruyen células alteradas, como
células tumorales o células infectadas por virus.

La fibrosis hepética es un proceso complejo y regulado de reparacidn tisular del higado
ante un dafio hepatocelular mantenido, y en el que intervienen de manera activa diversos
tipos celulares y citocinas profibrogénicas. Durante el proceso se produce un depdsito de
proteinas de la MEC (matriz extracelular), en su mayoria colageno no fibrilar, asi como
una respuesta inflamatoria. Tras un dafio hepéatico agudo, las células parenquimatosas del
higado, los hepatocitos, se regeneran y sustituyen el tejido necrotico restableciendo la
arquitectura hepéatica normal. Sin embargo, si el dafio hepatico es mantenido la
produccién de MEC aumenta y se deposita de manera desorganizada en el intersticio y

espacio de Disse.

Generalmente, la fibrosis hepatica se produce como una respuesta a la lesion
hepatocelular cronica provocada por el abuso de bebidas alcohdlicas, infecciones
cronicas, enfermedades biliares, entre otras, y puede llegar a conducir a largo plazo al

desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (1).

La fuente principal de ese tejido fibroso son las células mesenquimales estrelladas del
higado (CEH o HSC, hepatic stellate cells) (2). Estas células son activadas en respuesta a
mediadores quimicos, perdiendo su capacidad de almacenar vitamina A en el citoplasma,
y transdiferencidndose en un fenotipo celular contractil con capacidad para proliferar y
secretar proteinas de la matriz. Este nuevo tipo celular denominado miofibroblasto es el
principal responsable de la progresién y mantenimiento de la fibrosis asi como del
desarrollo de la hipertension portal (1,2). Sin embargo, hay una evidencia creciente de
que las HSCs no son los unicos precursores de miofibroblastos. Se postula que pueden
originarse a partir de otras células como fibroblastos portales, células derivadas de medula

Osea asi como por transicion de las células del epitelio a mesenquimales (3,4)
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Este trabajo se centra en dos mecanismos importantes en el desarrollo y mantenimiento
de la fibrosis en el higado: la activacion de las HSCs, dado que es la fuente principal y
mas estudiada de miofibroblastos en fibrosis hepatica y la transicion de células epiteliales
a mesenquimales por su relacion con BMP-7, desarrollado con mas detalle a

continuacion.

TGFp es uno de los mas importantes y potentes mediadores profibrogénicos. Pertenece a
una familia de péptidos multifuncionales llamada superfamilia del TGFf, que integra mas
de 30 citocinas, entre las que se encuentran ademas las proteinas morfogenéticas del
hueso (BMPs). La familia de TGF ejerce un papel esencial en la regulacion de diferentes
procesos celulares, incluyendo proliferacién, diferenciacion, migracién y muerte celular,
y por tanto su accién es fundamental en la homeostasis de tejidos y 6rganos. Ejercen sus
acciones a través de una familia de receptores membranosos tipos | y Il tipo
serina/treonina quinasa. En el proceso fibrotico se conoce que TGFP produce la
activacion de las HSC a miofibroblastos e induce la apoptosis de hepatocitos,

mayoritariamente mediante rutas de sefializacion dependientes de Smad. (6)

La fibrosis es un proceso potencialmente reversible (7,4). La eliminaciéon del agente
causal en diversos modelos experimentales de hepatopatia crénica se asocia a la regresion
de la fibrogénesis. No obstante, ello depende principalmente de la causa subyacente y la
severidad de la enfermedad. (4) Actualmente, el repertorio terapéutico en el tratamiento
de fibrosis hepatica es muy limitado: eliminar el estimulo que provoca el dafio
hepatocelular (erradicacion de la infeccion virica) y trasplante hepatico en altima
instancia, lo que supone un impacto econémico a nivel sanitario muy importante. Una de
las claves en la busqueda de estrategias terapéuticas es un mayor conocimiento de los
tipos celulares implicados y los mecanismos envueltos en la progresion de la fibrosis.
Debido a su importancia en el desarrollo y mantenimiento de la fibrosis, la inhibicion de

TGFP es una prometedora diana terapéutica.

Las BMPs son citoquinas mutifuncionales de la superfamilia de TGFp. Fueron
descubiertas inicialmente por su capacidad de regular la formacion dsea y de cartilagos,
pero actualmente se conoce que desempefian numerosas funciones de regulacion de
procesos en el organismo (8,9). Recientemente, algunos experimentos han demostrado
que las BMPs actlan en el higado desempefiando diversas funciones y estan implicadas
en el proceso fibrotico. Este trabajo se centra en la relacion de las BMPs con el desarrollo

de la fibrosis hepatica. En concreto en el prometedor efecto profibrético de BMP-7 que
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se ha observado en multiples estudios con modelos de fibrosis en distintos tejidos. Se ha
postulado que ejerce su efecto protector antagonizando la sefializacion de TGFp via rutas
dependientes de Smad (10). En esta revision se pretende relacionar los mecanismos
principales implicados en la fibrosis hepatica con la accion antifibrética de BMP-7, con

objeto de analizar su posible uso como agente antifibrotico.
3. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliogréafica sobre los mecanismos
implicados en la fibrosis hepatica y como el papel de las BMP, en especial el de BMP-7,
supone una interesante estrategia terapéutica en su relacion con la progresion de la

patologia fibrotica.
4. MATERIAL Y METODOS

Se ha llevado a cabo una revision bibliografica de articulos cientificos, revisiones y libros

de fisiologia con objeto de recabar la informacion centrada en fibrosis hepatica y BMP

Al comienzo se realizé una busqueda en Google Chrome introduciendo las palabras clave
“fibrosis hepatica”, "BMPs" e "histologia hepatica”, con objeto de formar una idea general

sobre el tema propuesto en nuestro estudio y centrar los objetivos principales.

Seguidamente, se profundizd en el tema de fibrosis hepéatica y nuevos mecanismos
consultando en la base de datos Pubmed, en la que se introdujo "Mecanismos en fibrosis
hepatica”, “Fibrosis hepatica y BMPs", "Sefializacion de BMPs™ de los que se selecciono
aquellos mas recientes, y se descartaron aquellos que tras su lectura, no guardaban

relacion o no aportaban informacion adicional.

Finalmente, tras revisar numerosos articulos seleccionados que avalaban la relacion entre
BMPs y fibrosis hepatica, explicando el mecanismo implicado y su relacion con la
fibrosis, se procedio a establecer los puntos de interés sobre los que se ha desarrollado

este trabajo de revision bibliografica.
5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 BMPS:

Las proteinas morfogenéticas 6seas o Bone morphogenetic proteins (BMPs) son
citoquinas multifuncionales que pertenecen a la superfamilia de factores de crecimiento

transformantes (TGF-B), y constituyen la subfamilia mas numerosa. La subfamilia de las
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BMPs estd clasificada en 4 subgrupos basados en la homologia de sus secuencias
peptidicas: BMP2 y 4 , BMP5/6/7/ 8a/ 8b, BMP9/ 10, and BMP12/ 13/ 14. BMP1 es una

metaloproteasa y no se considera miembro de la familia (9).

Las BMPs deben su nombre a que fueron descubiertas por su capacidad de dirigir la
formacion de hueso y cartilago, asi como por su funcién reguladora del crecimiento y

diferenciacion de condroblastos y osteoblastos in vitro (11).

Desde entonces, se ha demostrado que afectan a un elevado namero de tipos celulares y
procesos que van mas alla de la osteogénesis. Se ha probado su implicacion en la
embriogénesis y primeras etapas del desarrollo embrionario donde actian como

morfogenes dirigiendo el crecimiento diferenciacion y apoptosis celular (12,13).

Recientemente se ha descubierto un nuevo papel de las BMPs en la regulacion de la
homeostasis en tejidos adultos (14). Dada su importancia como molécula de sefializacion
en la regulacion del organismo, la deficiencia en la produccion de BMPS conduce a

severas patologias y malformaciones (9).
5.1.1. Sintesis de BMPs

Las BMPs se sintetizan como precursores con un péptido sefial N-terminal, un pro-
dominio y un péptido maduro C-terminal (9). Son procesados por proteasas de serina que
hidrolizan el prodominio proteico de la cadena dando lugar a las proteinas maduras. Se
ha postulado que el pro-dominio queda unido de forma no covalente al péptido maduro
ya secretado (9). Pese a ser secretado como péptido soluble, éste pro-dominio establece
interacciones con las microfibrillas de la matriz extracelular haciendo que la proteina
quede retenida. Sin embargo, no queda claro el tipo de unién con el pro-dominio asi como

su retencién en la matriz extracelular.

Todos los miembros de la subfamilia comparten secuencias similares incluyendo 7
residuos de cisteina localizados en la regién madura de las proteinas (9). Gran parte de
las BMP maduras se encuentran formando homodimeros por puente disulfuro sin
embargo se ha probado la existencia de heterodimeros de BMPs como en el caso de BMP-

4 y BMP-7, un potente inductor del mesodermo (15).
5.1.2. Rutas de sefializacion de BMPs

Las BMPS actian mediante rutas de sefializacion celular dependientes de Smad

(convencional) y rutas independientes de Smad (no convencionales) que afectan a la
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transcripcion génica. Los receptores de BMPs son receptores de tipo serina/treonina
quinasas, que son de dos tipos: tipo 1y tipo 1l (9). Ambos estan constituidos por un
dominio extracelular, corto, un unico dominio transmembrana y un dominio intracelular
con actividad de serina/treonina quinasa. Sin embargo, el receptor tipo | presenta una
region rica en residuos de glicina y serina (dominio GS). Tras unirse el ligando al receptor,
este se dimeriza, formando un complejo heterotetramérico que comprende dos dimeros
del receptor tipo | y dos receptores tipo Il. EI mecanismo de la formacion del
heterotetamero puede variar, segun la afinidad del ligando al tipo de receptor, como
ejemplo BMP2 0 BMP-4 se unen preferentemente al tipo I, mientras que BMP-6 y BMP-
7 se unen al tipo 11 (9).

Se conocen un total de cinco receptores tipo | para BMPS: receptor de activina tipo
quinasa, ALK1, ALK2, ALK3, ALK4, ALK®6, (17,9) y tres receptores tipo Il que
interaccionan con BMPs: BMPR-2, ActR-2A y ActR-2B. Solo el receptor BMPR-2 es
especifico para BMPs, el resto de receptores también interaccionan con otras moléculas

de sefializacion de la superfamilia TGF-f (9).

En la ruta convencional, tras formarse el complejo heterotretamérico el receptor tipo Il
que es activo constitutivamente transfosforila el dominio GS del receptor (8,9). Esto
activa al receptor tipo | que es capaz de fosforilar a su sustrato inmediato, las proteinas
citosdlicas R-Smad (Smad reguladas por receptor). Las R-Smad implicadas en la ruta de
sefializacién de BMPs son Smadl, Smad5 y Smad8 (8,9). Sin embargo, algunas BMPs
también pueden activar Smad2 y Smad3 debido a su capacidad de unirse a receptores de
TGEFp (9). Una vez fosforiladas, las R-Smad se asocian con el co-mediador (co-Smad)
Smad4, formando un complejo que se transloca al nicleo donde actia como un factor de
trascripcion gue regula la expresion de determinados genes diana, al unirse a secuencias

de unién de Smad o secuencias ricas en GC en la region promotora. (9)

Para hacer efectiva su union a la region promotora necesita de la interaccién con
cofactores presentes en el nucleo, que pueden ser activadores o represores y regulan la
expresion génica. Estos cofactores nucleares se unen a Smad y modifican la regulacion
de estos genes segun el contexto celular (9). Por tanto, para ejercer como factor de
transcripcion las proteinas Smad necesitan interaccionar con cofactores y otras moléculas
coactivadoras, que facilitan el inicio de la transcripcion como p300, CBP, y p300/factor
asociado a CBP (P/CAF) (18,19).
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La ruta de sefializacion dependiente de Smad afecta a varias etapas celulares incluyendo
el crecimiento, diferenciacion y apoptosis celular.

Las BMPs ademas activan rutas no convencionales independientes de Smad, que estan
asociadas a una estrecha regulacion de una respuesta celular en un tipo celular muy
especifico. (20) Algunas de estas rutas han sido identificadas como por ejemplo, la
activacion por BMP-4 de TAK-1, una serina/treonina quinasa de la familia de MAPK (
Mitogen-Activated protein Kinases) como p38, ERK y JNK, asi como PI3/Akt (ruta de
sefializacion implicada en el ciclo celular) y otras, que conforman una compleja red de
sefializacion molecular que regula multitud de procesos del organismo.(21) Sin embargo,
cabe destacar que los mecanismos especificos implicados en la activacion de las rutas no

convencionales via BMPs son diversos y muy poco conocidos.
> Regulacion de la sefializacion

La sefializacion celular de BMPs se encuentra ampliamente regulada por moduladores
intracelulares, de membrana y extracelulares (22). Se conocen unos 15 antagonistas para
BMPs clasificados en tres subfamilias segin en el tamafio del nudo de cisteina (9).
Ademas las proteinas presentes en la matriz extracelular o membrana celular, como la
fibrinila o el colageno tipo 1V, pueden interaccionar con las BMPs y modular su actividad.
(23). La sefalizacion de BMPs estd también regulada por co-receptores y receptores
“sefiuelo” que se encuentran en la superficie celular. Los co-receptores se unen a BMP y
a su receptor primario, potenciando o inhibiendo su sefalizacién (9). Entre los co-
receptores que actlan potenciando la sefializacion de BMP se encuentra la familia de
proteinas DRAGON, receptores tirosina quinasa como c-Kit y MusK y los co-receptores
endoglina y betaglicano (9). Los receptores sefiuelo como proteina transmembrana
BAMBI regulan negativamente la sefializacién de BMPs, compitiendo con los receptores
por su unién con el ligando, impidiendo que se inicie la sefializacion. (9). Otra forma de
regular la funcion de las BMPs, es mediante ubiquitin-ligasas, enzimas que marcan a los

receptores de BMPs y las proteinas Smad para ser degradadas (8).
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Figura 1. Rutas de sefializacion de BMPs y principales reguladores (8).

Como conclusion, la sefalizacion de las BMPs es un proceso finamente regulado por
diversas moléculas presentes tanto en el medio intra como extracelular, y se encuentra

supeditado al contexto y tipo celular.

5.2 Fibrosis hepatica: mecanismos implicados.

Como se ha explicado anteriormente, la fibrosis hepatica es un proceso complejo y
regulado de reparacion tisular del higado ante un dafio hepatocelular mantenido, y en el
que intervienen de manera activa diversos tipos celulares y citocinas profibrogénicas.
Durante el proceso se produce un depdsito de proteinas de la MEC (matriz extracelular),
en su mayoria colageno no fibrilar, asi como una respuesta inflamatoria. Tras un dafio
hepético agudo, las células parenquimatosas del higado, los hepatocitos, se regeneran y
sustituyen el tejido necrotico restableciendo la arquitectura hepatica normal. Sin embargo,
si el dafio hepético es mantenido la produccion de MEC aumenta, mayoritariamente
colageno fibriliar, fibronectina y diversos glucosaminoglicanos, y se deposita de manera
desorganizada en el intersticio y espacio de Disse sustituyendo a la poblacion de
hepatocitos (10). Generalmente, la fibrosis hepatica se produce como una respuesta a la

lesion hepatocelular cronica provocada por el abuso de bebidas alcohélicas, infecciones
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cronicas, enfermedades biliares, entre otras, y puede llegar a conducir a largo plazo al
desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (1).

En el contexto de fibrosis hepética el principal tipo celular involucrado en el desarrollo y
mantenimiento de la fibrosis son los miofibroblastos (4). Tras el dafio hepético se
desencadena una serie de reacciones cuyo objetivo en Ultima instancia es la reparacion
tisular. Los hepatocitos dafiados liberan especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros
mediadores fibrogénicos que inducen el reclutamiento de células inflamatorias (3). Se
produce la infiltracion de linfocitos, células polimorfonucleares, mayoritariamente
células de Kupffer y macréfagos periféricos, y plaguetas en el parénquima hepético. Estos
macrofagos activados sintetizan y liberan numerosos mediadores profibrogénicos y
proinflamatorios como factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TGFpI,
factor de necrosis tumoral (TNFa), IL-1 entre otras (4) Ademas los hepatocitos dafiados
contribuyen al estado de inflamacion y fibrosis con la produccion de ROS y mediadores
reactivos relacionados con el estrés celular (3,4). También contribuyen las plaquetas y
células natural killer como fuente de factores de crecimiento y demas citoquinas pro-
inflamatorias, agentes vasoactivos como NO y endotelina-1 (3,4). Como resultado de la
sintesis y liberacion de gran cantidad de mediadores al medio hepatico, se produce la
activacion de distintos tipos celulares y su transdiferenciacion a miofibroblastos (4). Los
miofibroblastos son los principales responsables celulares del mantenimiento y
progresion de la fibrosis: proliferan y secretan proteinas de la MEC, produciendo un
aumento excesivo de su depdsito en el parénquima hepatico y la remodelacion de la

matriz, ademas modulan la respuesta inmune mediante la liberacion de citoquinas (4).
5.2.1 Activacién de HSCs en la fibrosis hepética

La fuente principal de miofibroblastos son las células mesengquimales estrelladas del
higado (CEH o HSC, hepatic stellate cells) (1,3,4). Estas células son activadas en
respuesta a los mediadores quimicos, perdiendo su capacidad de almacenar vitamina A
en el citoplasma, y transdiferenciandose en un fenotipo tipo miofibroblasto contractil con
capacidad para proliferar y secretar proteinas de la matriz. Sin embargo, hay una
evidencia creciente de que las HSC no son los Unicos precursores de miofibroblastos
(3,4). Se postula que pueden originarse a partir de otras células como fibroblastos
portales, células derivadas de medula ésea asi como por transicién de las células del

epitelio a mesenquimales (3,4,24).
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En este trabajo nos centramos en la activacion de HSC a miofibroblastos por ser el
mecanismo mas relevante en la fibrosis hepética y en la transicion de células epiteliales a

mesenquimales (EMT) debido a su relacién con BMP-7.

La activacion de HSC se produce por diversos factores de crecimiento TGF-p, PDGF)
sustancias vasoactivas (trombina, angiotensina Il y endotelina-1), citocinas (MCP-1,
RANTES) y adipocinas (leptina) (2). En cambio, diversas citocinas (IFN-o, IGF,
adiponectina) y sustancias vasodilatadoras (6xido nitrico, relaxina) son potentes

inhibidores de la activacion de las HSC (2).
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Figura 2. Mecanismos implicados en la activacion de HSCs (2).

Estas HSC activadas proliferan y secretan distintos componentes de la MEC,
fundamentalmente colageno, asi como citoquinas proinflamatorias que reclutan células
de la inflamacion (2). Conjuntamente liberan al medio grandes cantidades de inhibidores
tisulares de las colagenasas (TIMP) (4). Estas enzimas regulan la actividad de las
colagenasas, las cuales estan implicadas en el proceso de degradacion de las fibras de
coladgeno y son esenciales en la homeostasis de la matriz. (25). Durante el proceso de
fibrogénesis hepatica hay un marcado incremento en la expresion de las TIMP y, por
tanto, una inhibicion de la actividad de las colagenasas (4). Esto desplaza el equilibrio

entre secrecion y degradacion de la MEC hacia un excesivo depoésito de ésta.
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5.2.2 EMT en la fibrosis hepatica

Otro mecanismo implicado en la fibrogénesis hepatica que actualmente esta cobrando
mas relevancia es la transicion de células epiteliales a mesenquimales (EMT). Pese a
que EMT fue descrita en el desarrollo embriol6gico, numerosos estudios han sugerido
que la induccién de EMT puede contribuir a la poblacion de fibroblastos en condiciones
de dafio crdnico y activacion descontrolada (24,26,27,28,29). Durante el proceso las
células epiteliales pierden su polaridad y ciertas proteinas importantes en la adhesion a
la membrana de otras células como E-Cadherina o proteinas surfactantes, adquiriendo
propiedades tipicas de células mesenquimales como la habilidad de migrar y secretar
componentes de la matriz extracelular y adquieren marcadores mesenquimales como
SMAua (24). EMT puede ser inducida por diversas citoquinas y factores de crecimiento
como TGF, factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), IL-1 entre otros, segun el
contexto fisiologico (30). En este trabajo nos hemos centrado en la activacion mediada
por TGFp cuya implicacion en la induccion de EMT ha sido ampliamente demostrada y
por su relacion con el papel de BMPs en la fibrosis hepética. Pese a que no se conoce en
detalle el mecanismo molecular implicado en la induccién de EMT por TGFp en el
proceso fibrético, se sabe que las rutas de sefializacion dependientes de Smad juegan un
papel esencial en el proceso, aunque hay evidencias de que rutas independientes de
Smad también estan implicadas en ciertas circunstancias (30). En relacién con la
fibrosis hepatica, Zeisberg et al (2007) demostraron por primera vez que los hepatocitos
contribuian a la poblacion de fibroblastos en un porcentaje sustancial (alrededor del
45%) debido a su capacidad de experimentar EMT inducida por TGFp. Llevaron a cabo
un experimento con hepatocitos de ratdén adultos que fueron incubados con TGFp1
humana observando a las 96 horas cambios en la morfologia de las células, aumento de
la expresion de FSP-1 (proteina especifica de fibroblasto) y SMAa vy la pérdida de E-
cadherina. Paralelamente evaluaron la capacidad de migracién celular, demostrando que
la estimulacion con TGFB1 incrementaba significativamente la migracion de los
hepatocitos hacia el otro compartimento separado por una membrana de colageno,
caracteristica propia de fibroblastos (24). Sin embargo, la contribucion de este tipo
celular a la poblacion de miofibroblastos en la fibrosis es ain debatible y en parte se

debe de la falta de marcadores especificos para EMT (31,32).
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% Seiializacion de TGFp

El factor de crecimiento transformador beta (TGFp) es el mediador mas importante en la
fibrogénesis humana. Pertenece a la superfamilia del TGFp, que incluye un gran nimero
de factores estructural y funcionalmente relacionados, entre los que se encuentran las
BMPs. Se conoce que TGF juega un papel esencial en la produccion, degradacion y
acumulacion de ECM, asi como en los cambios fibroproliferativos que ocurren tras el
dafio tisular en el higado (33). La sefalizacion de TGFp es mayoritariamente mediante
rutas dependientes de Smad. TGFp se une a receptores tipo serina/treonina tipo | y II,
formando un complejo heterotetramérico. El receptor tipo I activado fosforila residuos de
serina en Smad 2 o Smad3. Esta fosforilacion induce su asociacion con Smad4 y
translocacion al nucleo donde interaccionan con otros factores de transcripcion que
regulan la actividad de Smad, y promueve la transcripcion de genes como: CTFG, actina
de musculo liso (SMAa), colageno tipo 1 y PAI (inhibidor de activador del plasmindgeno)
(19,33) Pese a que la implicacion de las proteinas Smad en el desarrollo y mantenimiento
de la fibrosis es indiscutible, no se conocen las rutas de sefializacion implicadas en
profundidad. En modelos in vivo experimentales de EMT vy fibrosis con ratones en los
que se habia suprimido la expresion de Smad3 demostraron que mejoraba la progresion
de la fibrosis asociada a EMT (34). Varios estudios han demostrado que el incremento de
la expresion de Smad2 o Smad3 potencia la induccion de EMT por TGF1 (35). La
migracién y proliferacién de HSCs activadas es inducida por TGF a través de varios
mecanismos entre los que se encuentra la sefializacion de Rho/GTPasa (5). En resumen,
dada la implicacion de TGFp en los diversos mecanismos fibroticos, la inhbicidn de su

sefalizacidn es una diana muy interesante para frenar la progresion fibrotica.

5.3 BMPs Y EL HIGADO

A la luz de los altimos estudios sobre nuevos papeles de las BMPs, el higado se ha descrito
como uno de sus tejidos diana. La funcion mas conocida es la del control de la
homeostasia del hierro en el higado por parte de la BMP-6 (8). Activa la expresion de
hepcidina via ruta de sefializacion Smad. La hepcidina es una hormona peptidica que
regula la absorcién del hierro intestinal, asi como la liberacion de este de los depdsitos
del organismo. Se conocen multiples funciones de las BMPs en el higado, como
reguladores de los niveles de glucosa en sangre , en la formacidn de tejido adiposo marron
entre otras (36). Sin embargo, en este trabajo nos hemos centrado en el papel de las BMPs

en la fibrosis hepatica.
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% BMP-7 en la fibrosis hepatica

La posible implicacion de las BMPs en la fibrosis hepatica ha sido recientemente
sugerida. La mayoria de la informacion existente sobre el papel de BMPs durante el
proceso fibrético procede de estudios de fibrosis renal, que han demostrado el efecto
antifibrotico de BMP7 (37). Son numerosos los estudios que relacionan la accién
antifibrogénica de BMP-7 en diversos tejidos con un antagonismo de la sefializacion de
TGFp en la induccion de EMT (38-40). Como se ha explicado anteriormente, TGFp es el
mediador fibrético mas importante: produce la activacion de HSC, regula la sintesis de
MEC, induce la apoptosis de hepatocitos y la transicion de ceélulas epiteliales a

mesenquimales.

Uno de los primeros estudios con modelos de fibrosis hepética relaciono el efecto
protector de BMP-7 con su capacidad de inhibir la produccion de fibroblastos via EMT
en el higado. En este estudio realizaron un experimento in vitro con hepatocitos adultos
de raton que fueron inducidos a miofibroblasto derivados de EMT tras incubarlos con
TGFp1. En aquellos a los que se adicion6 al medio BMP-7 la induccion a fibroblastos fue
blogueada: no se produjo ningn cambio fenotipico en las células, medido por el nivel de
expresion de FSP-1 y la pérdida de albdmina. En el mismo estudio llevaron a cabo
paralelamente un experimento in vivo con ratones a los que indujeron fibrosis hepatica
con CCLA4. En dos grupos se administr6 BMP-7 via intraperitoneal antes y durante el
proceso fibrético. Tras ser sacrificados, se tomaron muestras del tejido hepatico que
examinaron mediante la tincién de Masson, y de albumina sérica que determinaron con
un ELISA. Observaron que en los grupos tratados con BMP-7 las lesiones hepaticas eran
sustancialmente menores junto con una mejor funcion del higado que se determind
midiendo los niveles séricos de albumina y un menor namero de células expresaron
marcadores de fibroblastos: FSP-1 y SMAa (24). En la misma linea, otro estudio empled
un modelo de ratdn con fibrosis inducida por tetracloruro de carbon (CCL4) al que se le
inyecto intraperitonealmente BMP-7 humana recombinante y se observé una disminucion

en la expresion de TGFB-1 y SMA a, asi como atenuamiento del dafio fibrético (41).
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% Sefalizacion de BMP-7 en fibrosis hepatica

Se conoce que BMP7, al igual que TGFp se une al receptor expresado en hepatocitos
ALKS, sin embargo, el mecanismo exacto implicado en la sefializacion de BMP7 es aln
desconocido. En fibrosis renal se ha postulado que BMP-7 antagoniza EMT inducido por
TGFp reduciendo la translocacién al nlcleo de Smad3 y bloqueando la transcripcion
mediante una ruta dependiente de Smad5 no canonica (ERK1/2, p38, INK) (42).

En un experimento llevado a cabo por Chen et al (2013) en ratones con fibrosis inducida
por Schistosoma japonicum, el tratamiento con BMP-7 recombinante humana redujo el
depdsito de colageno significativamente, que se constatd mediante la tincion histologica
de Masson. Conjuntamente se redujo la expresion de TGF-1, pSmad2/3 y a-SMA, lo
que parece indicar que BMP-7 ejerce su efecto inhibitorio mediante la regulacion de la
expresion de TGF-B1 y pSmad2/3 y con ello, de la activacion de HSC (43). Otro estudio
con un modelo de fibrosis hepatica inducida por tioacetamida (TAA) en células HSCs de
raton y humanas, que infectaron con un adenovirus que expresaba BMP-7, observé una
reduccion de la expresion de colageno tipo 1 y de SMAa via fosforilacion Smad1/5/8
(44).

Sugimoto et al (2007) llevaron a cabo un interesante estudio en el que investigaron los
efectos terapéuticos de BMP7 recombinante en la regeneracion hepatica tras una
hepatectomia parcial en ratones. Los autores observaron que la administracion de BMP7
mejoraba significativamente la regeneracion hepatica, promoviendo la proliferacion de

los hepatocitos (45).

Sin embargo, el efecto antifibrético de BMP7 no esta libre de controversia. En un estudio
de Tacke et al (2007) con pacientes con cirrosis y hepatitis B, asi como nifios con atresia
biliar se observé un aumento de la expresion de BMP7 en hepatocitos y/o en suero, y en
algunos caos se asocié con una mayor gravedad de la patologia. En el mismo estudio los
autores, empleando HSC inmortalizadas que infectaron con adenovirus que codificaba
para BMP7, demostraron que la infeccion potenciaba la proliferacién de HSCs (46). Una
posible hipotesis podria ser que el aumento de la expresion de BMP7 en dafio hepético
sea como respuesta a éste y para contrarrestar los efectos de TGFp. (8) En esta misma
linea, un interesante trabajo de Bi et al. (2014) demostrd que para observar la accién
antagonista de BMP7 sobre EMT mediado por TGFp era necesaria una concentracion de

al menos 1/10 (47). Es importante seguir investigando sobre los mecanismos implicados
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en la sefalizacion de BMP7 en el higado y su papel en la fibrosis hepatica que permitan

aclarar su efecto profibrotico de cara a su empleo en un futuro como agente terapéutico.
6. CONCLUSIONES

La fibrosis hepética es clave en la progresion de hepatopatias cronicas, y puede acabar
derivando en cirrosis, fallo hepético y en ocasiones, hepatocarcinoma. En la actualidad
el tratamiento se aborda desde la eliminacion del agente causal, si es posible, medidas
paliativas y en Gltima instancia trasplante hepatico, con el impacto sanitario que ello
conlleva. La falta de agentes terapéuticos eficaces ha motivado el estudio de nuevas
dianas y agentes terapéuticos que frenen la progresion de la enfermedad y permitan la
reversion del dafio. A la luz de los recientes descubrimientos acerca del papel
antifibrético de BMP7 por su capacidad de contrarrestar los efectos de TGF, se ha
alzado como un prometedor agente terapéutico. Sin embargo, ain quedan puntos claves
por esclarecer sobre su mecanismo de accion que permitan entender el papel de BMP7
en la fibrosis hepatica para poder trasladarlos a ensayos clinicos y ser utilizado en un

futuro como agente antifibrotico.
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