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RESUMEN.

La fibrosis hepatica es una patologia cronica que cursa de forma dindmica y se
caracteriza por la acumulacion de tejido cicatricial, como consecuencia de la inflamacion y
muerte de las células hepaticas. Es una patologia derivada de la mayoria de las enfermedades
cronicas que afectan al higado, como higado graso por consumo excesivo de alcohol o las
hepatitis viricas, entre otras.

Es una enfermedad con una curacion muy compleja y con unas tasas de incidencia 'y
mortalidad elevadas, pero analizando y estableciendo bien los mecanismos de la regresion de
la fibrosis hepatica se puede conseguir identificar nuevas dianas terapéuticas.

Aunque las evidencias cientificas aln son escasas, recientemente se ha involucrado a la
proteina morfogenética dsea 7 (BMP-7) y a la proteina morfogenética 6sea 9(BMP-9) en el
proceso de la fibrosis, ya que regulan vias de sefializacion que participan en el proceso.
Forman parte de una gran familia de proteinas morfogenéticas, las BMPs que a su vez
pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante  (TGF-B).

No se ha demostrado una clara relacion entre la presencia o la falta de estas proteinas con la
curacion de la fibrosis, sin embargo, estan en aumento las investigaciones sobre los distintos
factores, receptores y moléculas que participan en sus vias de sefializacion a nivel hepatico.
El objetivo de este trabajo es averiguar si existe una posible actuacion sobre ellas como

nuevas dianas terapéuticas, para poder parar la progresion de la fibrosis y facilitar su curacion.

1. INTRODUCCION

1.1. Estructura y funciones hepaticas
El higado es uno de los principales 6rganos del cuerpo que forman parte del sistema
digestivo y representa el 2% del peso corporal. Esté situado en el cuadrante superior derecho
del abdomen, por debajo del diafragma. Su unidad funcional principal es el lobulillo hepatico,
el cual se constituye alrededor de una vena central y se compone de placas celulares agrupadas
en formaciones hexagonales, formando el espacio portal. Cada placa hepatica se compone de

dos células entre las que se encuentran los canaliculos biliares.™

Una caracteristica importante del higado es la perfusion sanguinea. Por medio de la circulacion
esplacnica del aparato digestivo, llega a través de la vena porta un 75% de la sangre, procedente
del intestino, pobre en oxigeno y cargada de nutrientes. El otro 25% de la sangre llega a través
de la arteria hepatica procedente de la aorta, desde la cual la sangre viene cargada oxigeno. Al
entrar en el sistema hepatico, la sangre llega a los capilares hepaticos, ubicados entre las placas
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hepéticas. Gracias a que estos capilares son porosos, la sangre va a ser filtrada por las células
reticuloendoteliales, células que revisten los hepatocitos, para evitar que lleguen al organismo
bacterias procedentes de la comida. Ademas, la mayoria de los elementos hidrosolubles que
son absorbidos en el intestino, llegan también a través de la sangre a los capilares hepaticos, en
donde tanto los macréfagos como los hepatocitos los absorben y los almacenan. Como se
aprecia en la imagen, la sangre llega a los espacios portales y desagua en los sinusoides, desde

donde se dirige a las venas centrales y sale por la vena hepética que conecta con la vena cava.'!

VENA CAVA INFERIOR

ARTERIA
HEPATICA

VENA
HEPATICA

A parte de las células hepaticas, en los sinusoides nos encontramos con la presencia de otras
células, las células endoteliales y las células Kupffer, macrofagos que se encargan de fagocitar
cuerpos extrafios de la sangre. Entre estas células endoteliales y las hepéticas es donde se
localizan los espacios tisulares llamados espacios de Disse que se comunican entre ellos con

vasos linfaticos.!
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Entre las funciones mas importantes de higado, destaca la funcién metabolica, por la cual el
higado metaboliza parte de los productos absorbidos a nivel intestinal, asi como la sintesis de

numerosas sustancias como proteinas, factores de coagulacion y aminoacidos.
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Otra de las muchas funciones que desempefia consiste en la sintesis y secrecion de bilis. La
bilis ejerce dos funciones importantes. En primera instancia, facilita la digestion y la absorcién
de grasas, ya que los acidos biliares por los que esta formada emulsionan las particulas de grasa
favoreciendo asi la actuacion de las enzimas lipasas. En segundo lugar la bilis sirve como medio

de excrecion de productos de deshecho de la sangre como son la bilirrubina y el colesterol.!

Ademas el higado desempefia un papel principal en el almacenamiento de vitaminas como la
vitamina A, la vitamina D y la vitamina B12. Deposita el hierro en forma de ferritina formando
almacenes de hierro en los hepatocitos hasta que este se necesita y es liberado. Por ultimo, es
importante citar también su funcion detoxificante, por la que actua sobre los toxicos exdgenos

como farmacos o enddgenos modificando su solubilidad y favoreciendo asi su excrecion.

1.2. Fibrosis hepética
El higado tiene una increible capacidad de recuperacion de masa después de una pérdida
importante de tejido hepéatico, por una lesion aguda o por una hepatectomia. En estas
situaciones, en 5-7 dias el higado es capaz de regenerar su masa celular y alcanzar su tamafio
original. Esto ocurre porque las células hepéticas son capaces de dividirse hasta dos veces
regenerando la masa hepatica que se ha perdido durante la lesién. Una vez que ha terminado

este proceso son capaces de volver a su estado quiescente habitual .

¢Pero es este proceso regenerativo automatico o hay algun factor que lo regula? No se conoce
muy bien el mecanismo, pero parece ser que en este proceso, entre otros factores, participa y es
esencial, el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), producido por las células madre
mesenquimales (MSCs) del higado y de otros tejidos. Cuando se concluye la divisién celular,
parece ser que el factor de crecimiento transformante 3 tiene un potente potencial inhibidor en
la proliferacion de los hepatocitos y por tanto podria ser el causante de la finalizacion del
proceso.?* Ademas de esto, determinados estudios confirman que el crecimiento del higado esta

relacionado con el tamafio del organismo y asi se mantiene una funcion metabélica 6ptima. *’

En el caso de las enfermedades hepaticas cronicas, el desenlace es diferente, cuando las
enfermedades asociadas a la inflamacion hepatica, como las infecciones viricas o la fibrosis
cronifican, este proceso regenerativo se altera seriamente y por tanto la funcién hepética se ve

notablemente afectada.

La fibrosis hepatica representa una de las alteraciones cronicas méas importantes del higado, sin
que sean viables los mecanismos de regeneracion hepatica, y se debe a la alteracion del tejido

hepatico como consecuencia de una inflamacion previa o la muerte de células hepaticas. Se
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puede definir como un proceso dinamico que conlleva la deposicion de matriz extracelular
(EMC), orquestada por la intervencion de distintos tipos de células y citoquinas. Esta fibrosis
se puede desencadenar como resultado de numerosas alteraciones incluidas las hepatitis

autoinmunes, obstruccion biliar, alteracion por consumo excesivo de alcohol...>%

Segln la OMS el consumo excesivo de alcohol es la causa principal de esta enfermedad y de la
muerte por enfermedad hepatica, aunque recientemente ha aumentado el nimero de casos por

la prevalencia de la obesidad y el sindrome metabolico.

Esta alteracion puede resultar en hepatocarcinoma, hipertension portal, fallo organico del
higado y cirrosis donde el higado es completamente afuncional, siendo las dos Ultimas causas

importantes de morbimortalidad mundial.®

1.2.1. Progresion de la fibrosis. Procesos de sefializacion.

La fibrosis es un proceso dindmico asociado a una estructura anormal del higado en donde
participan citoquinas y células como hepatocitos, células Kupffer (macréfagos) y células
endoteliales sinusoidales, cuya progresion se caracteriza por una excesiva deposicion de matriz
extracelular (EMC) formada por componentes como colageno, mucopolisacaridos,
glicoproteinas y proteoglicanos. Esta matriz se genera principalmente por células estrelladas

(HSCs), cuya activacion es esencial en el desarrollo de la fibrosis hepatica.®-%*

En un higado sano, las células estrelladas (HSCs) se encuentran en el espacio de Disse. Parece
ser que al sufrir la apoptosis, los hepatocitos lideran la liberacién de contenidos celulares y
factores pro-fibréticos, factores que junto con macréfagos, células endoteliales y linfocitos
provocan la activacion de estas células *® y su migracion a la zona dafiada donde se diferencian
en miofibroblastos, células con un elevado potencial de proliferacion y migracion y con
capacidad para sintetizar gran cantidad de matriz extracelular (ECM) que resulta en la
formacion de septos que provocan una alteracion hepéatica cronica.*
Cytokines

Reactive oxygen species
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Estos miofibroblastos desempefian un papel muy importante durante la inflamacion, reparacion,
cicatrizacion y regeneracion de los tejidos en los diferentes drganos, 8 son células que poseen
caracteristicas intermedias entre fibroblasto y célula muscular lisa, ya que expresan la actina
caracteristica de las células del musculo liso, la a-SMA, ademéas producen colageno,
metaloproteinas de la matriz (MMPSs) y el inhibidor de la metaloproteasa 1 (TIMP1). Todos
estos procesos provocan el aumento de la deposicién de la matriz extracelular o ECM. Se sabe
que hay varias poblaciones de estas células las cuales se diferencian en su morfologia y
localizacion y segun el tipo de colageno gue sinteticen, de los cuales los mas abundantes en la
fibrosis son el colageno de tipo | y colageno de tipo 111 y cuyos niveles de expresion aumentan

conforme va progresando la fibrosis.*
1.2.2. Factores de la familia TGF- . BMPs.

Otro factor muy importante, a tener en cuenta en la progresion de esta patologia es el factor
crecimiento TGF-B1, una molécula de naturaleza proteica que junto con las BMPs, pertenecen
a la familia de los factores de crecimiento TGF-f, la cual consta de unas 30 citoquinas
semejantes estructuralmente: TGF- Bs (1,2 y3), inhibinas (A y B), activinas (A y B), miostrina,

sustancia inhibidora de mulleriana (SIM) BMPs (1-20) y miostatina.*®

El TGF-B1 es una proteina multifuncional que participa en la regulacién de la proliferacion y
diferenciacion celular. Entre la cantidad de acciones que realiza, durante la fibrosis, es la
citoquina mas fibrogénica, ya que sus niveles aumentan con la activacion de las células
estrelladas, en las cuales induce un aumento de la expresion de genes de coladgeno y otros
componentes de la ECM. Ademés provoca la inhibicion de la sintesis de enzimas de

degradacion de la matriz extracelular (EMC).°

Las BMPs, estan formadas por dos cadenas polipeptidicas idénticas y se agrupan en 7
subfamilias segun las similitudes en las secuencias de aminoacidos: BMP-2 'y 4; BMP-5, 6, 7y
8; GDF-5,6 y 7; GDF-8 y 11; BMP-9 y 10; GDF-1, 2 y 3 y GDF-10 y BMP-3.2 Son secretadas
como precursores de proteinas con una elongacién hidrofébica de entre 50 y 100 aminoacidos
y comparten con el resto de moléculas que pertenecen a esta superfamilia una estructura
conservada de nudo de cisteina con 7 cisteinas seis de las cuales forman un nudo de cisteina y

el séptimo se usa para la dimerizacion con otro monémero.*3

Se han aislado en mas de 30 tejidos diferentes, donde estan implicadas en una gran variedad de
funciones. Como su nombre indica, las BMPs, participan en la formacién de cartilago y huesos

durante del desarrollo temprano del esqueleto, asi como el desarrollo de los patrones
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embrionarios. A parte de esto, participan en gran cantidad de procesos que han sido
investigados, como la regulacion de las propiedades de las células Stem, ademas estas funciones

son diferentes segun qué tipo de célula se trate.?®

Sus receptores, conocidos como bone morphogenetic protein receptors (BMPRs), son del tipo
serina/treonina kinasa | y Il, cuya interaccion con las BMPs desencadena la transduccion de
una sefial que provoca la fosforilacion y traslocacion al ndcleo celular de proteinas de la familia
de Smad, concretamente Smadl, Smad5 y Smad8, donde regulan la expresion de sus genes
diana. Como se muestra en la siguiente figura, en primer lugar los ligandos se unen a los
receptores | y Il, a continuacion, BMPR 1l se fosforila y activa al BMPR 1, cuya fosforilacion
activa las proteinas Smad, que van a ser traslocadas al nucleo en donde regulan la actividad

genética interaccionando con co-activadores o co-represores transcripcionales.?
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Las rutas de sefializacion en las que participan estas BMPs, BMPRs y Smads son importantes
en el desarrollo del corazon, el sistema nervioso central, y el cartilago, ademas de participar en
el desarrollo post-natal del hueso.?® Cada una de estas proteinas activa un gen determinado, el

cual tiene una funcidn especifica en estos procesos.?

Segun las ultimas actualizaciones, la aplicacion médica de estas proteinas tiene un potencial
muy elevado, por lo que se podrian utilizar en humanos para tratar fusiones espinales, fracturas
Oseas, cirugias macrocefalicas... incluso al estar ampliamente distribuidas en tejidos no 0seos,
como en nervios, el tracto gastrointestinal, el higado o el corazon, tienen acciones importantes

que han llevado a desarrollar técnicas para tratar patologias en los mismos.?
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Entre todas las proteinas morfogenéticas que hay, podriamos centrarnos en dos importantes en
nuestro estudio, la primera es la BMP-7, de la cual parece que tiene un papel importante en el
desarrollo renal y hepético y su reparacion y en la BMP-9 que promueve la diferenciacion de
células mesenquimales humanas multipotenciales,?® ademas como luego veremos, es un

importante potenciador de la fibrosis hepatica.?

Por otro lado, se ha visto que el papel del factor de crecimiento TGF-a y el factor de elevada
movilidad HMGBL1 es importante en el proceso fibrotico®. Estudios recientes basados tanto en
TGF-0!? como del HMGB1,% han demostrado que su inhibicion frena el aumento de la
expresion y la actividad del mRNA de coladgeno y el aumento de la migracion de las células
HSCs.1°

1.3. Desenlace de la fibrosis. Cirrosis.

Como ya hemos dicho, las HSCs son consideradas el tipo de células hepaticas principales
en el exceso de la deposicion de la ECM o matriz extracelular durante la fibrosis, esto radica
en una balanza entre fibrogénesis y fibrolisis que desemboca en la produccion de una costra.
La progresion de esta costra provoca la formacion de nddulos que van a alterar la estructura
normal del higado y al desarrollarse esta fibrosis puede desembocar en una cirrosis.? En muchos
pacientes el resultado de esta cirrosis es el fallo hepéatico lo que provoca una elevada

morbimortalidad a nivel mundial.?®

Cuando la fibrosis desemboca en cirrosis, se necesita pasar por una serie de fases histoldgicas

que la caracterizan.

En primer lugar, una necrosis hepatocelular, como consecuencia de la hipoxia en el higado y
una disminucion de las actividades enziméaticas de los hepatocitos por muerte celular. A
continuacion, este tejido necrosado es sustituido progresivamente por tejido conectivo, formado
principalmente por colageno, que se dispone formando septos fibrosos que envuelven al tejido

hepético, todavia sano, dejandolo aislado.®

Por ultimo, se va a activar la proliferacion celular en un intento de regenerar el tejido. Esto
ocurre porque el higado es capaz de regenerarse a si mismo. El problema de esto, es que una
vez que han fracasado los mecanismos compensatorios de las funciones del higado, porque la
patologia lleva mucho tiempo instaurada, se generan células que no son del todo viables y que
no van a ser, ni si quiera, morfoldgicamente iguales a los hepatocitos sanos originales. Los
hepatocitos asi generados, son de mayor tamafio de lo normal, esto junto con la presencia de

septos fibrosos, provoca que las células nuevas no se puedan disponer en los lobulillos hepaticos

9
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y acaban ocupando zonas circulares sin presencia de la vena central que irrigaba y nutria a los
hepatocitos. En definitiva, por la presencia de estos nddulos de regeneracion se provoca una
pérdida de la relacion existente entre los vasos sanguineos y los hepatocitos, lo que se traduce

en una disfuncion hepatocelular.®
Segun los nddulos de regeneracion formados, se distinguen tres tipos de cirrosis:

e Cirrosis micronodular, en la que predominan los ndédulos de menos de 3 mm de tamafio, los
cuales siguen una distribucion difusa. Este tipo de cirrosis son provocadas por alcohol,
farmaco y otros toxicos.

e Cirrosis macronodular, en la que los nddulos tienen un tamafio de mas de 3 mm y estén
separados por bandas fibroticas. Las causas mas importantes de esta cirrosis son las hepatitis
cronicas.

e Cirrosis mixtas, estan formadas por ambos tipos de nodulos, tanto micronodulares como

macronodulares.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, se produce una reduccién de la funcion hepatocelular
y como consecuencia de la presencia de los nddulos de regeneracion, aumenta la presion
venosa, desarrollandose asi una hipertension. Estos dos mecanismos afectan a todo el
metabolismo, ya que todos los sistemas se encuentran alterados, lo que bioquimicamente se
traduce en un aumento de la bilirrubina, de los acidos biliares y de las transaminasas y una

disminucion de la albumina.®

El proceso se puede acompafiar de fiebre, ictericia como fracaso de la funcion biliar y exceso
de bilirrubina en los liquidos extracelulares, hepatomegalia, insuficiencia hepatica, que trae
consigo manifestaciones cutaneas como arafias vasculares que se observan sobretodo en la cara,
el cuello, el térax y los brazos. Todo esto puede incluso llegar a concluir en complicaciones

tales como encefalopatias, ascitis 0 hemorragias digestivas.'6-??
1.4. Tratamiento de la fibrosis

Después de una lesion, el higado es capaz de regenerar sus propias células. Sin embargo,
cuando el la patologia es crénica, inducida por dafios continuos en el tejido, se produce una
alteracion de la capacidad regenerativa del tejido dafiado. Como hemos visto, esta respuesta a
la alteracion crénica engloba necrosis y apoptosis de las células y su sustitucion por matriz

extracelular.®

El tratamiento de esta patologia varia segun la causa, pero hasta ahora ha sido principalmente

eliminar o disminuir el factor causante del dafio cronico, ya que estudios recientes han

10
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demostrado que al liberar el factor causal de la misma se revierte la fibrosis. 2’ Ademas de esto
se acompafia mediante un tratamiento no farmacolégico como la variacién de la dieta, hacer
ejercicio y la disminucion del peso, prescripcion de medicamentos antiinflamatorios, eliminar
el consumo de alcohol...° Hoy por hoy el tratamiento farmacoldgico es meramente sintomatico,

ya que los farmacos que reducirian la fibrosis se encuentran en fase de investigacion.

Otra opcion a la que se puede recurrir es al transplante hepatico, que no en todos los casos es

posible dadas las complicaciones existentes a nivel de disponibilidad y compatibilidad.

Actualmente diversos estudios han demostrado e identificado tanto dianas terapéuticas, como
inhibidores farmacoldgicos, que podrian combatir la fibrosis hepatica y asi no tener que llegar
al transplante, sin embargo muchos de ellos se encuentran aln en etapas tempranas de ensayos

clinicos.’

Hay publicados numerosos estudios sobre distintas posibilidades de tratamiento de la fibrosis
que han dado buenos resultados en modelos in vitro e incluso algunos en modelos animales,
sin embargo, al extrapolar los resultados en humanos, no se garantiza un resultado beneficioso
del tratamiento puesto que en la mayoria de los casos, la informacién es monomecanica, es
decir, se centra en una unica célula, citoquina, receptor o molécula, cuando el proceso de la
fibrosis como hemos dicho es dinamico y engloba numerosos factores influyentes, por lo tanto,

la vision de estos estudios es muy limitada al tratarse de un tema tan complejo.®

Actualmente un tipo de terapia basada en la utilizacion de material génico (DNA y RNA)
complementario a genes que se expresan en la fibrosis, ha dado resultados muy satisfactorios.
La activacion de las células estrelladas como consecuencia del aumento de citoquinas
inflamatorias y la acumulacion de matriz extracelular durante la fibrogénesis hepaética, es el
mayor obstaculo del tratamiento de la fibrosis. Esta investigacién ha demostrado que utilizando
estas moléculas, se puede modular la expresién de determinados genes para detener la
progresion de la fibrosis, mediante un estudio realizado en Corea en modelos in vitro y modelos
animales. El tratamiento de la fibrosis consistiria en evitar la activacion de las HSC a base de
oligodesoxinucleotidos complementarios de TGF-f que inhiben su expresion. Estos DNASs
complementarios, o el uso de otras moléculas como siRNA (small interferin RNA) o miRNA
(micro RNA) para inhibir la fibrogénesis hepatica, abren una opcidn terapéutica alternativa al

transplante.*

11
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Otros estudios postulan que la manipulacion de sefializadores para modificar la expresion
génica de los macrofagos hepéticos, reduce la progresion de la fibrosis y favorece la

recuperacion del 6rgano, sin embargo hay dificultades para que se confirme in vivo.®

Incluso se han encontrado ensayos realizados con nanoparticulas en muchos modelos animales,
basados en la conjugacién de distintos ligandos antagonistas de receptores, expresados por la
activacion de las HSCs en la fibrosis, por lo que aumentar su estudio podria traer nuevos

farmacos antifibroticos.’

2. OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo consiste en demostrar mediante una revisién bibliografica, el
posible tratamiento de la fibrosis hepética, actuando sobre las proteinas morfogenéticas 6seas
0 BMPs como diana terapéutica, modificando las distintas vias de sefializacion en las que

participan.

3. METODOLOGIA
La metodologia de este trabajo consistio en la revision bibliogréfica de estudios
publicados sobre el tratamiento de la fibrosis hepatica mediante la modificacién de las vias de
sefializacion de los MBPs. En este proceso se ha contado con la informacidn presente en libros,
manuales de medicina y estudios, datos de la Organizacion Mundial de la Salud y articulos
publicados sobre el higado, la enfermedad hepatica, el tratamiento de la fibrosis y los BMPs,
para poder obtener de manera mas precisa la informacion mas relevante relacionada con nuestro

estudio.

La principal fuente de informacion de la que se han obtenido la mayoria de los articulos y
estudios ha sido la base de datos PUBMED, en donde se ha limitado la busqueda utilizando
como palabras clave “liver fibrosis”, “TGF-B” (abreviatura de factor de crecimiento
transformante ) y BMPs (abreviatura de proteina morfogenética dsea), centrando sobretodo la
investigacion en recopilar la informacidn referente al BMP-7 y BMP-9, tratando de utilizar las

fuentes de informacion mas actuales.

La informacion se ha organizado por orden de relevancia, cuyas fuentes se referencian a lo
largo del desarrollo del trabajo. Estas fuentes estan recogidas en la bibliografia siguiendo las

normas de Vancouver.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Funciones de la BMP-7

En cuanto a la BMP-7, hay evidencias de que es un factor muy importante en los rifilones
durante los procesos embrionarios en los que segun evidencias cientificas su falta provoca
displasia renal, entre otras. En los procesos postnatales, en los que se han analizado los dafios
hepaticos, se ha comprobado que las BMPs juegan un papel importante a la hora de proteger al
organo frente a alteraciones y evitar la pérdida de funcion del rifion. Por ejemplo, la BMP-7
inhibe la desdiferenciacion celular y la apoptosis de células dafiadas, e incluso actia como
agente antiinflamatorio en fallo renal y dafio isquémico. En concreto durante la fibrosis,
practicamente desaparece durante su progresion, situacion que podria facilitar la progresion de
la patologia, puesto que su administracién exdgena o la induccion de su sobreexpresion, ha
demostrado que reduce la fibrogénesis renal y la apoptosis celular.?* Asi se ha podido respaldar
la teoria de que es de gran importancia a la hora de preservar la funcion renal, asi como la

resistencia a su alteracion estructural y funcional.

En cuanto a su papel en la fibrosis hepética, podria decirse que es similar, puesto que varias
lineas de evidencia sugieren que posee propiedades antiinflamatorias y antifibroticas.®2°28
Como se ha descrito, el TGF-B1 es una citoquina muy importante en la promocion de la fibrosis
hepéatica al estimular la activacion de las HSCs.*® A su vez la BMP-7 en el higado desempefia
multitud de funciones, participa en la regulacion de la proliferacion, diferenciacién y apoptosis
de varios tipos celulares y tiene un papel importante en la formacion del tejido hepético. Siendo
estas dos proteinas miembros de la misma familia, recientemente se ha demostrado que la BMP-
7 antagoniza de forma directa la trasduccion de la sefial del TGF- B1, inhibiendo asi la cadena
de sefializacion TFG-B/Smad y aumentando la fosforilacion de Smad1/5/8.%% En este campo,
hay que citar el antagonista de las BMP, Gremlin o Grem, una proteina cuya expresion
fisioldgica es muy pequefia, pero en un proceso patoldgico el TGF-f1 la favorece y esto,

promueve la fibrosis de tejidos como rifiones o higado.?
4.1.1. Farmacos cuyo mecanismo se basa en aumentar los niveles de BMP-7

Segun diversos estudios en modelos animales, cuando se trata a un grupo de animales a los
que se les ha inducido la fibrosis, con preparaciones herbaceas desarrolladas para este efecto,
se consigue reducir la fibrosis. Una vez realizados los pertinentes analisis de proteicos, DNA,
western-blood... se comprobd que los niveles de BMP-7 eran elevados, habiendo disminuido

paralelamente tanto el TGF-B1 como Gremlin.®
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La desregulacion del TGF-B1 ha sido la principal diana para el tratamiento de la fibrosis, sin
embargo, segln estos estudios,® podrian utilizarse sustancias, preparados o moléculas que
aumentasen de alguna manera la cantidad de BMP-7 y asi por medio de su via de sefializacion

disminuir la progresion de la fibrosis hepética antagonizando la actividad del TGF-B1.

Otra linea de investigacion corroboro esto sirviéndose de la experimentacion con dos grupos
de ratas a las que se les indujo la fibrosis hepética. El estudio consistia en la comparacién de la
progresion de la enfermedad fibrotica en el que a uno de los grupos se les tratdé con una
combinacion de hierbas llamado “Herbal compound 861 (Cpd 861), que incluia distintas
especies como: Salvia miltiorrhiza, Astragalus menbranaceus, Radix Bupleuri, Spaholobus

suberectus y Cyperus rotunds entre otras.®

Una vez finalizado el estudio se sacrificaron las ratas y se recogieron los distintos pardmetros
necesarios para establecer, que aquellos individuos tratados con Cdp 861, poseian menos fibras
de colageno acumuladas en el higado, es decir, la mezcla de hierbas mejoraba la fibrosis
hepética y disminuia su progresion. Ademas de esto, mediante estudios genéticos demostraron
que en el grupo de animales tratados, aumentada considerablemente la expresion genética de la
proteina BMP7.5
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Con estos resultados se concluyé que la presencia de la BMP-7 se ve enormemente favorecida
con estas sustancias, Cpd 861, en un higado fibrético, y ademas se consiguié una regulacion
negativa de la sefializacion del TGF-B1 y la consecuente disminuciéon de la fibrosis, por lo que
se podria decir, que una mejora de la fibrosis viene acompafiada de un aumento de la BMP-7,
sin embargo habria que establecer un mayor grado de evidencias y realizar mas estudios para
confirmar si es el aumento de la BMP-7 y su actividad, la responsable de la mejora de la

fibrosis.®
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4.2. Funcién de la BMP-9

La BMP-9 se expresa en el higado como un precursor proteico compuesto por 429
aminoacidos (Pre-Pro-BMP9), que sufre dos cortes gracias a serina endoproteasas, que

finalmente van a liberar la estructura madura de 110 aminoacidos cada cadena.®

Esta proteina, también conocida como GDF2 (factor de crecimiento 2) regula gran cantidad de
funciones corporales como el balance i6nico, formacion de cartilago, angiogénesis y
diferenciacion de neuronas y el metabolismo de la glucosa y de los lipidos. En cuanto al higado,
es el 6rgano que mas sintetiza BMP-9, sin embargo, se sabe muy poco sobre la regulacién de
su expresion en el mismo. A pesar de esto, se ha visto que ejerce numerosas acciones ya que la
mayoria de las células hepéticas, como hepatocitos, células no parenquimales, células
estrelladas y células Kupffer, responden a esta citoquina ya que expresan el receptor ALK1. En
concreto en las HSCs, la interaccion de la BMP-9 provoca la fosforilacion de la proteina Smad-
1.2 Siguiendo la cascada de sefalizacion, se fosforilan también Samd 5 y 8, que van a formar
un complejo que es traslocado al nucleo donde activan distintos genes como Id1, Hepcidina y
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De estos tres genes, el mejor relacionado con la BMP-9 es el gen de la hepcidina, un péptido
producido por los hepatocitos que regula el metabolismo del hierro. En cuanto al gen Snail, se
ha visto que su expresion es muy elevada en células patologicas presentes en hepatocarcinoma.?
Por otra parte, al activar la expresion del gen Id1 en las células HSCs, mediante esta via de las
proteinas Smad, se induce la activacion de estas células y su diferenciacion en
miofibroblastos.’® Como ya sabemos, el desarrollo de la fibrosis consta de la activacion de
células no parenquimales, principalmente las HSCs y la desestabilizacion de las funciones

celulares. Por tanto esta demostrado que la BMP-9 esta involucrada en la fibrosis.
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Varias lineas de evidencia en las que se estudia la progresion de la fibrosis induciéndola en
animales con CCL4 demuestran con un posterior andlisis sérico y celular que la BMP-9
aumenta.>Ademas de esto, el Dr Katja Breitkopf, llevé a cabo un experimento in vitro en el que
midié la expresion de mRNA que codifica para la BMP-9 y su secrecidn durante la activacion
de las HSCs en la fibrosis. Los resultados demostraron que el aumento de la citoquina era
significativamente elevado y estos niveles se mantenian durante una semana.® Por tanto, la
actividad de esta citoquina en la fibrosis es un circulo vicioso, estimula la diferenciacion de las
HSCs en miofibroblastos y estas al activarse aumentan su sintesis y liberacion, lo que va a

provocar un aumento de la fibrosis.
4.2.2. Aplicacion de la BMP-9 como marcador y diana en la fibrosis.

Como hemos visto, aunque las evidencias no sean abundantes, la BMP-9 participa como
citoquina proinflamatoria en el desarrollo de la fibrosis hepatica. Por ello se han estudiado
distintas formas de intervenir a lo largo de su via de sefializacion para evitar la final
diferenciacion de las HSCs. Ademas al ser una citoquina que aumenta con la progresion de la

fibrosis,® puede utilizarse como marcador para el diagndstico de la enfermedad.

Ambos objetivos fueron conseguidos en un estudio realizado en el instituto de inmunologia de
Shanghai, con ensayos en modelos animales. En uno de estos consiguieron sintetizar un
marcador de BMP-9 que inoculaban en los animales separados por grupos segun el grado de
fibrosis que presentaban. Con este marcador pudieron ver que la concentracion de la proteina
aumentaba en estadios avanzados de la enfermedad. Después se realiz6 el mismo ensayo con
sueros humanos de pacientes que sufrian fibrosis y al cruzar ambos tipos de datos, los
resultados corroboraban la hipétesis de que un aumento de la BMP-9 estimula el proceso de

fibrosis hepatica y viceversa.®

Para alcanzar el segundo objetivo, utilizar la BMP-9 como diana terapéutica, se realizaron dos
tipos de ensayo. En primer lugar, se demostré que inactivando la expresidn genética de la
citoquina, mediante la inoculacion de un adenovirus, que portaba un gen silenciador del gen
codificante para la BMP-9, disminuia su sintesis. Al comparar este grupo de animales se
comprobd que la fibrosis era mucho menor. Ademas al examinar la expresion de colageno |y
a-Smad en el mismo modelo comprobaron que ambos niveles eran menores que en el grupo

de animales que no habian sido tratados.™
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Otra parte del experimento consistio en neutralizar la BMP-9 con un anticuerpo monoclonal
anti-BMP-9, los resultados reflejaron una disminucién en la activacion de las HSCs y la

consiguiente inhibicion de la fibrosis.*®

Quiescent HSCs Activated HSCs Anti-fibrotic therapy
BMP9 w P
[ LN |
. BMP9 = =  BMP9 mAb | [ ¥ ]
Receptor | (1) Y 3 - BMP9 Neutralization
w 1 inactivate HSC
J_ XH tivati § '
activation |
oot e PR A ~Inhibition of fibrosis
v ‘
a-sma 1
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Todo esto lleva a concluir que se podria utilizar el BMP-9 como marcador para diagnosticar la
fibrosis hepética al demostrar que los niveles séricos de la misma aumentan conforme progresa
la enfermedad. Ademas podria incluso utilizarse como diana terapéutica en el tratamiento de la
fibrosis utilizando anticuerpos para neutralizarla y asi evitar la via de sefializacion que produce

el aumento de colageno y de la proteina a-SMA.

5. CONCLUSIONES
La elevada difusion de las patologias hepaticas cronicas y la relativa ineficacia de las

opciones terapéuticas que se utilizan actualmente, especialmente para procesos de fibrosis
avanzada, hacen que se necesiten nuevos farmacos o nuevas estrategias terapéuticas para curar

la fibrosis.

A pesar de que actualmente los estudios relacionados con los BMPs son escasos por su reciente
relacién con el proceso fibrético, podrian utilizarse en un futuro como dianas terapéuticas para
afrontar un tratamiento eficaz de la fibrosis hepatica, evitando asi su progresion hasta cirrosis

y fracaso hepaético.

Hemos encontrado una accion positiva y otra negativa de enfrentarnos a esta enfermedad

haciendo uso de las BMPs.

En cuanto a la accion positiva, significaria potenciar la sintesis de la BMP-7 o estimular su
accion. Se ha demostrado que la inhibicion de la ruta de sefializacion del TGF-§3, aumenta la
regeneracion y la recuperacion de un higado fibrotico y esto puede realizarse mediante la

estimulacion de la ruta de sefializacion celular que activa la BMP-7, por lo tanto un tratamiento
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contra la fibrosis hepética podria consistir en estimular su sintesis y proteger su actividad, o

incluso su administracion exdégena.

Para la accion negativa, bastaria con encontrar la manera de dirigir anticuerpos anti-BMP-9
hasta esta proteina en el higado y asi neutralizarla para evitar que active sus receptores y

continte estimulando la progresion de la fibrosis.

Todo esto se ha visto demostrado en modelos animales a los que se les ha inducido la
enfermedad, sin embargo son muy escasos los estudios y apenas contamos con evidencias
cientificas en pacientes. Ademas hay que tener en cuenta que esta enfermedad es un proceso
muy dindmico en el cual participan infinidad de factores, células y vias de sefializacion por lo

que estas actuaciones podrian ser insuficientes para radicalizar su progresion maligna.

Esto nos lleva a preguntarnos, cuél seria el farmaco o la manera de acceder a la manipulacién
de estos procesos Y rutas de sefializacion en una fibrosis hepatica desarrollada de manera natural
en un higado humano. No se ha encontrado informacidn referente a dicha cuestién, pero si que
se puede afirmar que se ha abierto una nueva opcion terapéutica que podria llegar a ser muy

eficaz en el tratamiento de la enfermedad hepatica.
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