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Resumen
B ]

Las proteinas morfogenéticas 6seas (en inglés bone morphogenetic proteins, BMP) son
factores de crecimiento pertenecientes a la familia del factor de crecimiento transformante 3
(en inglés transforming growth factor beta, TGFB), que han demostrado su implicacién en la
regulacion de diferentes procesos celulares y su papel en la homeostasis de diferentes
organos y sistemas. En cuanto a la relacién de estas proteinas con la fisiologia hepatica, se
sabe que juegan un papel crucial en diferentes estadios del desarrollo embrionario hepético y
gue estan asimismo implicadas en la homeostasis del higado en la etapa adulta. Aunque cada
vez son mas los estudios centrados en este campo, todavia no se ha descrito el papel que
estas proteinas juegan en diferentes enfermedades hepaticas. Por ello, en este trabajo se
han estudiado diferentes modelos experimentales de dafio hepatico y cohortes de pacientes
con enfermedad hepatica, con el fin de dilucidar la implicacion de las proteinas BMP en la

fisiopatologia hepatica.

Actualmente, la toxicidad por paracetamol (en inglés acetaminophen, APAP) es una de las
principales causas de fallo hepatico agudo (en inglés acute liver failure, ALF), especialmente
en paises occidentales. Este dafio se caracteriza por presentar una progresion fulminante, por
lo que un diagndstico precoz, asi como un prondstico acertado son de gran importancia a la
hora de establecer el mejor enfoque terapéutico. En este sentido, se han realizado un gran
namero de estudios con el fin de encontrar biomarcadores efectivos para el prondéstico de
dicha patologia, asi como nuevas dianas farmacolégicas en un intento de desarrollar nuevas
terapias. Por ello, se quiso evaluar el papel de la sefializacion de las proteinas BMP mediante
el estudio de los receptores BMP tipo I: ALK2 y ALK3 en modelos de hepatotoxicidad inducida
por APAP. Se observé que la modulacion de la expresidn de estos receptores influye en la
respuesta de las células derivadas de hepatoma Huh7 frente a los efectos del APAP. La
inhibiciéon de ALK3, tanto mediante silenciamiento génico, como mediante el uso del inhibidor
farmacoldgico DMH2, presentd efectos protectores frente al dafio inducido por APAP; lo cual
se reflejé en una menor muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis, asi como una
reduccion del estrés oxidativo. Estos resultados fueron reproducibles in vivo, donde se
observo que el post tratamiento con DMH2 en ratones sometidos a una sobredosis de APAP
previene del dafio hepatico producido por este farmaco y del estrés oxidativo derivado del
mismo. Por otro lado, en el modelo experimental de ALF inducido por APAP, se observé un
aumento de expresion hepatica de BMP6 que se vio reflejada en una mayor concentracién en
suero de esta proteina. De hecho, el contenido circulante de BMP6 en pacientes con
sobredosis de APAP mostr6 una correlacion positiva y significativa con los niveles en suero
de la transaminasa GPT. Estos resultados se observaron también en los modelos celulares
de toxicidad por APAP, donde las células Huh7 y los hepatocitos murinos (WTiib) expresaron

y secretaron BMP6 en presencia de APAP. Asimismo, se observé que BMP6 juega un papel
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clave en la comunicacion entre hepatocitos y macrofagos, promoviendo la expresion de

marcadores M2 en estos Ultimos, en un intento de contrarrestar la respuesta inflamatoria.

Las enfermedades hepéticas crénicas (en inglés chronic liver disease, CLD) se caracterizan
por presentar fibrosis hepatica, la cual se desencadena como respuesta a un dafio hepatico
cronico, y se considera el principal factor de riesgo para establecer el pronéstico de estas
patologias. La enfermedad del higado graso no alcohdlico (en inglés nonalcoholic fatty liver
disease, NAFLD) es la principal causa de CLD a nivel global, siendo la esteatohepatitis (en
inglés nonalcoholic steatohepatitis, NASH) el estadio clinico mas relevante dado su caracter
progresivo. Actualmente, la biopsia hepética es la Unica herramienta diagndstica validada para
diferenciar los diferentes estadios de la NAFLD. Sin embargo, se trata de una técnica invasiva
gue presenta riesgos y complicaciones, por lo que no estd recomendada para uso rutinario en
la practica clinica. Por ello, la buUsqueda de nuevos biomarcadores para el
diagnostico/pronéstico de las CLD esta ganando relevancia en los ultimos afios. Puesto que
las proteinas BMP ya han sido propuestas como biomarcadores asociados a diferentes
patologias, se plante6 estudiar su posible papel en la progresion de las CLD. Para ello, se
establecieron diferentes modelos experimentales de fibrosis hepética en los que se observo
un aumento en la expresion hepatica de BMP8A paralelo al grado de fibrosis. Del mismo
modo, en una cohorte de pacientes con NASH, se observo un aumento de BMP8A circulante
en aquellos pacientes con NASH que presentaron fibrosis avanzada (F3-F4). De hecho, se ha
desarrollado un algoritmo basado en los niveles de BMP8A en suero, denominado BFS (del
inglés BMPB8A fibrosis score), que permite predecir de manera eficiente la fibrosis avanzada
en pacientes con NASH. Por ultimo, se observé que la exposicion al medio condicionado de
células estrelladas hepaticas activadas, incremento la expresion y secrecion de BMP8A en
células Huh?7.

Por otro lado, en un modelo experimental de NAFLD, se observé en los ratones sometidos a
dieta alta en grasa un incremento de la expresién hepéatica de BMP2. Del mismo modo, en
una cohorte de pacientes con diagnostico de NAFLD se observé un incremento en la
expresion hepatica y circulante de BMP2 en comparaciéon con individuos con higado normal.
Combinando la concentracion de BMP2 circulante con variables clinicamente relevantes en
NAFLD, se desarrollé el algoritmo denominado SAN (del inglés Screening Algorithm for
NASH) con una alta eficacia para discriminar NASH. Asimismo, se observé que la estimulacion

con acido palmitico incrementa la expresion y secrecion de BMP2 en las células Huh?.

En conclusién, estos resultados muestran, por un lado, la implicacién de la sefalizacion de
las proteinas BMP en el dafio hepatico inducido por APAP, sugiriendo que la modulacién de

esta via de sefializacion podria ser un nuevo enfoque terapéutico en esta patologia. Por otro
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lado, se muestra el potencial papel de las proteinas BMP como biomarcadores para el
diagnostico y/o prondstico de diferentes patologias hepéaticas tanto agudas como cronicas, y
su aportacion al desarrollo de nuevas herramientas de diagnéstico no invasivo.
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Abstract

Bone morphogenetic proteins (BMP) are growth factors belonging to the transforming growth
factor B (TGFB) family, that have shown their implication in the regulation of different cellular
processes and their role in the homeostasis of different organs and systems. Regarding their
involvement in hepatic physiology, it is known that these proteins play a key role in different
stages of the hepatic development and they are also implicated in the liver homeostasis in
adults. Even though, the number of studies focused on this topic is increasing, it has not yet
been stablished the role that these proteins might play in different liver diseases. Thus, different
experimental models of liver damage and cohorts of patients with liver disease have been

studied in order to dilucidate the implication of BMP proteins in the liver pathophysiology.

Currently, acetaminophen (APAP)-induced toxicity is one of the major causes of acute liver
failure (ALF), especially in western countries. This injury is characterised by a fulminant
progression; hence an early diagnosis and accurate prognosis is of utmost importance in order
to stablish the best therapeutic approach. In this regard, great efforts have been made in order
to find new biomarkers for the prognosis of this disease, as well as new pharmacological
targets to develop new therapies. Taking this into account, the role of BMP signalling, more
specifically, that mediated by the type | BMP receptors: ALK2 and ALK3, was studied in animal
models of APAP induced hepatotoxicity. The modulated expression of these receptors in the
hepatoma derived cells Huh7 influenced in the response towards the APAP-induced effects.
ALK3 inhibition, either by gene silencing or by the pharmacological inhibitor DHM2, showed
protective effects against APAP-induced damage: decreased cell death both by necrosis and
apoptosis and reduced oxidative stress. These findings were replicated in vivo, where DMH2
post-treatment in mice submitted to APAP overdose prevented the hepatic damage induced
by this drug. In addition, in the APAP-induced ALF animal model, an increased hepatic
expression of BMP6 was observed in parallel to a higher circulating concentration of this
protein. Indeed, circulating BMP6 levels showed a significant positive correlation with the
transaminase ALT in patients with an overdose of APAP. These results were also observed in
cellular models of APAP-induced toxicity, where murine hepatocytes (WTiib) and Huh7 cells
expressed and released BMP6 in the presence of APAP. Moreover, BMP6 showed to play a
key role in the communication between hepatocytes and macrophages, promoting the

expression of M2 markers in the latter, in an attempt to counteract the inflammatory response.

The main feature in chronic liver diseases (CLD) is the hepatic fibrosis, which is triggered as
a response against a chronic damage in the liver. The stage of hepatic fibrosis is the main risk
factor to stablish the prognosis of the disease. Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the
main cause of CLD worldwide, being nonalcoholic steatohepatitis (NASH), the most clinically
relevant stage of the disease given its progressive profile. Currently, liver biopsy is still the gold

standard to differentiate NASH and to accurately stablish the fibrosis stage. However, it is
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considered an invasive method given its associated risks and complications. Thus, the search
of new biomarkers for the diagnosis/prognosis of CLD is becoming more relevant in the latest
years. Given that BMP proteins have already been proposed as biomarkers associated to
different pathologies, this study aimed to stablish their possible role in the progression of CLD.
For this purpose, different experimental models of fibrosis were stablished, and an increased
hepatic expression of BMP8A was observed parallel to the fibrosis stage. Similarly, in a cohort
of biopsy-proven NASH patients, an increased concentration of BMP8A in serum was
observed in those NASH patients who presented advanced fibrosis (F3-F4). In fact, an
algorithm based on BMP8A serum levels, named BMP8A fibrosis score (BFS), was developed.
BFS allowed to predict efficiently advanced fibrosis in patients with NASH. Lastly, exposure to
the culture media of activated hepatic stellate cells increased expression and secretion of
BMPS8A in Huh7 cells.

On the other hand, an experimental model of NAFLD, showed an increased hepatic expression
of BMP2 in mice fed with high fat diet. Similarly, in a cohort of biopsy-proven NAFLD patients,
an increased hepatic expression and serum concentration of BMP2 was observed when
comparing to individuals with normal liver. Combining BMP2 circulating concentration with
variables clinically relevant for NAFLD, an algorithm named Screening Algorithm for NASH
(SAN) was developed, which showed high efficacy to discriminate NASH. Moreover,

stimulation with palmitic acid increased expression and secretion of BMP2 in Huh7 cells.

In conclusion, these results indicate on one hand the implication of BMP signalling in APAP-
induced liver injury, positioning the modulation of this signalling pathway as a new
pharmacological target for ALF. On the other hand, these findings demonstrate the potential
role of BMP proteins as biomarkers for the diagnosis and/or prognosis of different acute and
chronic liver diseases, and their contribution to the development of new noninvasive diagnostic
tools.
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ADN
ADNc
ALF

APAP
APRI

ARN
ARNmM
AUROC

BbDL

BMP

BSA

CAP

CCl4

CHD

CLD

COL1A1

COX
Co-Smad

CYP2E1

DAMP

DILI

DMSO

Acido desoxirribonucleico
ADN complementario

Acute liver failure, fallo
hepatico agudo

Acetaminophen, paracetamol

Aminotransferase to platelet
ratio index

Acido ribonucleico
ARN mensajero

Area under ROC curve, area
bajo la curva ROC

Bile duct ligation, ligacion del
ducto biliar

Bone morphogenetic protein,
proteina morfogenética 6sea

Bovine serum albumin,
albumina de suero bovino

Controlled attenuation
parameter, pardmetro de
atenuacion controlada

Tetracloruro de carbono

Standard chow diet, dieta
estandar

Chronic liver disease,
enfermedad hepatica crénica

Collagen type 1, colageno tipo
1

Ciclooxigenasa

Common mediator Smad,
Smad mediadora comun

Citocromo P450 2E1
Damage-associated molecular

patterns, patrones moleculares
asociados al dafio

Drug induced liver injury, dafio
hepatico inducido por
farmacos

Dimetilsulféxido

ECM

ELISA

ET

FBS

FFA

FIB4
GDF

GGT
GLDH
GOT

GPT

GSH
Hcc

HFD

HIV
HSC

HOMA

HOMA-IR

HO1
H&E

IC

Abreviaturas

Especificidad

Extracellular matrix, matriz
extracelular

Enzyme linked immunosorbent
assay, ensayo de inmuno-
adsorcion ligado a enzimas

Elastografia transitoria

Fetal bovine serum, suero fetal
bovino

Free fatty acids, acidos grasos
libres

Fibrosis 4 score

Growth differentiation factor,

factor de diferenciaciéon de
crecimiento

Gamma-glutamil transferasa
Glutamato deshidrogenasa

Glutamico oxalacetatico
transaminasa

Glutamico piravico-
transaminasa

Glutation

Hepatocellular carcinoma,
carcinoma hepatocelular

High fat diet, dieta alta en
grasa

Hemojuvelina

Hepatic stellate cell, célula
estrellada hepética

Homeostatic model
assessment for insulin
resistance, modelo de
evaluacion de la homeostasis

indice de resistencia a la
insulina HOMA

Hemoxigenasa 1

Hematoxilina y Eosina

Intervalo de confianza
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IHQ Inmunohistoquimica

IL Interleuquina

IMC indice de masa corporal

INR International normalised ratio,
indice internacional
normalizado

i.p. Intraperitoneal

JNK Proteina quinasa c-Jun N-
terminal

LPS Lipopolisacéarido bacteriano

MAPK  Proteina quinasa activada por
mitdgenos

MELD Model for end-stage liver
disease

MPT Transicion de la permeabilidad
mitocondrial

NAC N-acetilcisteina

NAFL Nonalcoholic fatty liver,
esteatosis no alcohdlica

NAFLD Nonalcoholic fatty liver
disease, enfermedad de
higado graso no alcohdlico

NAPQI N-acetil p-benzoquinona imina

NAS NAFLD activity score

NASH Nonalcoholic steatohepatitis,
esteatohepatitis no alcohdlica

op Osteogenic protein, proteina
osteogénica

OR Odds ratio, relacion de
probabilidades

PAl1 Plaminogen activator inhibitor
type 1, inhibidor del activador
del plasminégeno 1

PCR Polymerase chain reaction,
reaccion en cadena de la
polimerasa

PFA Paraformaldehido
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Repulsive guidance molecule

Receiver operating
characteristics

Reactive oxygen species,
especies reactivas de oxigeno
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Receptor regulated Smad,
Smad reguladas por el
receptor

Sensibilidad

Standard deviation, desviacién
estandar

Sodium dodecyl sulfate,
dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE SDS - polyacrylamide gel

SEM

Smad

TGFB

TLR

TUNEL

/PN
VPP
aSMA

electrophoresis,
electrophoresis en gel de
poliacrilamida con SDS

Standard error of the mean,
error estandar de la media

Suppresson of mothers against
decapentaplegic

Transforming growth factor g,
factor de crecimiento
transformante 3

Toll like receptor, receptor tipo
Toll

Marcador de final de corte de
dUTP de Terminal
deoxinucleotidil transferasa

Valor predictivo negativo
Valor predictivo positivo

a smooth muscle actin, actina
del musculo liso a
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1. PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS

1.1. Definicion vy clasificaciéon

Las proteinas morfogenéticas 6seas (en inglés bone morphogenetic proteins, BMP) son
factores de crecimiento pertenecientes a la familia del factor de crecimiento transformante (3
(en inglés transforming growth factor beta, TGFB). Fueron descritas en 1965 por el Dr.
Marshall Urist como inductores de osteogénesis (Urist, 1965), y posteriores estudios
remarcaron su posible funcién como reguladores de la formacién de la estructura 6sea durante
la embriogénesis, asi como de la reparacién de fracturas en la edad adulta (Wozney, 1998).
A pesar de recibir su nombre de su capacidad para inducir la formacién y remodelacion ésea,
actualmente se conoce su implicacién en el desarrollo y funcionamiento de diferentes 6rganos
y sistemas, favoreciendo la proliferacion y diferenciacion celular. Asimismo, estan implicadas
en procesos de organogénesis y embriogénesis, apoptosis, quimiotaxis y reparacion de una
gran variedad de tejidos, asi como en la homeostasis de la glucosa y el hierro (Carreira et al.,
2014; Ducy & Karsenty, 2000; Xiao et al., 2007).

En la actualidad, hay descritas 20 proteinas BMP con una secuencia de alrededor de 120
aminodacidos. A excepcién de BMP1, las proteinas BMP presentan homologia entre ellas y
con otros miembros de la familia del TGFB en la secuencia aminoacidica, incluyendo la
presencia de siete residuos de cisteina involucrados en la formacion de puentes disulfuro
intramoleculares (Rengachary, 2002; Wozney, 1998). Estas proteinas se clasifican en
subfamilias basandose en su estructura y funcién: 1) BMP2 y BMP4; 2) el grupo de BMP7 o
de la proteina osteogénica (en inglés osteogenic protein) 1 (OP1) que engloba las proteinas
BMP5, BMP6, BMP7 (OP1), BMP8A (OP2) y BMP8B (OP3); 3) BMP9, también denominado
factor de diferenciacion de crecimiento (en inglés growth differentation factor) 2 (GDF2) y
BMP10; 4) BMP12 (GDF7), BMP13 (GDF6), BMP14 (GDF5), BMP15 (GDF9) y BMP16; 5)
BMP3 y BMP3B (GDF10) (Figura 1) (Wozney, 1998). Por su parte, BMP1 fue caracterizada
de manera errénea, ya que no pertenece a la familia de las proteinas BMP, sino que se trata
de una proteinasa del procolageno C involucrada en el plegamiento de las fibras de colageno
en la matriz extracelular (Carreira et al., 2014; Miyazono et al., 2010; Nakashima & Reddi,
2003).
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1.2. Sefalizacion de las proteinas BMP

1.2.1. Sintesis de proteinas BMP

Las proteinas BMP se sintetizan como grandes pro-precursores inactivos de la proteina, que
contienen un péptido sefial en el extremo N-terminal, cuya funcion es dirigir la proteina hacia
la via de secrecién; un pro-dominio, que media el correcto plegamiento de la proteina y un
péptido maduro en el extremo C-terminal (Carreira et al., 2014). Tras la escision del péptido
sefial, la proteina precursora se glicosila y se dimeriza en el citoplasma. En el proceso de
dimerizacion interviene el séptimo residuo de cisteina altamente conservado en estas
proteinas. Estos dimeros pueden ser homo o hetero-dimeros y, de hecho, se ha observado
gue algunos heterodimeros muestran mayor actividad, como es el caso de BMP2/5, BMP2/6,
BMP2/7 y BMP4/7 (Bragdon et al., 2011; Katagiri & Watabe, 2016). Finalmente se produce la
pérdida del pro-dominio mediante la accion de proteasas como la furina en el caso de BMP4,
para generar el ligando BMP maduro que se secreta al espacio extracelular (Bragdon et al.,
2011; Gomez-Puerto et al., 2019; Xiao et al., 2007).

1.2.2. Receptores de laruta de sefalizacion BMP

Una vez secretado, el ligando BMP dimerizado se une al receptor para iniciar la cascada de
sefalizacién. Los receptores de esta ruta se componen de tres partes: un dominio extracelular,
un dominio transmembrana y un dominio intracelular con actividad serin-treonin quinasa
(Rahman et al., 2015). Existen dos tipos de receptores, los receptores tipo I: receptores BMP
tipo | (BMPRIA/ALK3 y BMPRIB/ALKG), receptor de activina tipo | (ACTRIA/ALK2) y ALK1
(Xiao et al., 2007); y los receptores tipo Il entre los que se encuentran: receptor BMP tipo |l
(BMPRII) que es especifico de BMP y los receptores de activina tipo Il (ACTRIIA y ACTRIIB)
gue comparten afinidad con ligandos BMP, activinas y miostatina (Figura 1). Estos ultimos se
encuentran activos de manera constitutiva y son capaces de reclutar y fosforilar a los
receptores tipo | tras la unién del ligando (Katagiri & Watabe, 2016). A diferencia de TGFB y
las activinas, los ligandos BMP se pueden unir directamente al receptor tipo | o tipo Il sin que
estos estén unidos (Gomez-Puerto et al., 2019); sin embargo, para la transduccién de la sefal,
estos receptores deben formar heterotetrameros constituidos por dos subunidades de

receptores tipo | y dos subunidades de receptores tipo Il.

44



Introduccioén
B ]

1.2.3. Transduccién de la sefial: proteinas Smad

Tras la union del ligando al complejo de receptores, la sefial inducida por el ligando BMP llega
al ndcleo gracias a la accion de las proteinas Smad. Estas proteinas se clasifican en tres
grupos: las Smad reguladas por el receptor (en inglés receptor-regulated Smads, R-Smad)
entre las que se incluyen las Smad 1, 2, 3, 5 y 8 (Smad 8 recientemente renombrada como
Smad 9) (Katagiri & Watabe, 2016). Las proteinas Smad 2 y 3 son mediadores especificos de
TGFB y activina mientras que las Smad 1, 5 y 8 son fosforiladas tras la unién de BMP al
receptor (Figura 1). La proteina Smad 4 es la Smad mediadora comun (en inglés common
mediator smad, Co-Smad) que forma dimeros con las R-Smad. Por ultimo, Smad 6 y 7 son
las Smad inhibidoras (en inglés inhibitory smad, I-Smad), encargadas de la regulacion de la
sefalizaciébn BMP (Xiao et al., 2007; Zou et al., 2021).

Receptor
Familia Ligando : i R-Smad
Tipo | Tipo Il
BMP2/4 BMP2
BMP4 ALK3/ALKB
BMP5
BMP6B
OP1 BMP7 OP1 ALK?2 -
BMP8A  OP2 Eulpid. §
BMP8B OP3 AL E
ACTRIIB =
BMP9 GDF2
BMPS/10 ALK1
BMP10
BMP12 GDF7
BMP13 GDF6 ALKS6
GDF5
BMP14 GDF5
BMP15 GDFS9 ALK5S
w
BMP16 ACTRIIA E
o
BMP3 BMP3 ALK4 ACTRIIB N

BMP3B  GDF10

Figura 1. Esquema de clasificacion de las proteinas BMP, receptores y proteinas Smad.
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1.2.4. Rutas de sefalizacion BMP

Se han descrito dos rutas de sefializacién para las proteinas BMP. La ruta clasica o candnica,
es la mediada por las proteinas Smad. El ligando BMP se une al receptor, esta uniéon puede
ser previa a la formacién del complejo de receptores ya que, como se ha descrito
anteriormente, el ligando se puede unir al receptor tipo | o tipo Il por separado en funcion de
su afinidad. Sin embargo, la unién receptor-ligando alcanza su grado mas 6ptimo cuando
ambos receptores estan presentes, ya que la union del ligando a uno solo de los receptores
es mas débil que la unién al tetramero formado (Ducy & Karsenty, 2000; Gomez-Puerto et al.,
2019). Tras la formacién del complejo receptor-ligando, el receptor tipo Il que es activo de
manera constitutiva fosforila al receptor tipo | en la regién GS (dominio rico en glicina y serina)
(Gomez-Puerto et al., 2019). Una vez activado, el receptor tipo | es capaz de fosforilar a las
proteinas R-Smad, principalmente Smad1/5/8. La proteina Smad fosforilada se libera
entonces del receptor, se une a la Co-Smad (Smad4) y este complejo se transloca al nucleo
lo cual resulta en la transcripcion de diferentes genes diana (Rengachary, 2002; Xiao et al.,
2007). Ademas de la ruta clasica, existen rutas no candnicas que son independientes de las
proteinas Smad, como la ruta de las MAP quinasas (en inglés mitogen activated kinases,
MAPK): c-Jun N-terminal quinasa (JNK), P38 y quinasas reguladas por sefiales extracelulares
(en inglés extracelular signal regulated kinases, ERK); la ruta de NFkB, de la fosfoinositol 3
quinasa (PI3K) /AKT (Carreira et al., 2014; Katagiri & Watabe, 2016) y algunas GTPasas
(guanosina trifosfatasas) como Rho (Saremba et al., 2008) (Figura 2).

RUTA CANONICA | RUTA NC

Receptorestipol

BMPRIAJALK3
BMPRIB/ALKG
ACTRIAJALK2

ALK

Receptorestipoll

BMPRI _

ACTRIA U

ACTRIB 4
7

-
S
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(<
P )
e ()
9.9
® @,
. .
()

\ o
Figura 2. Rutas de sefializacién de las proteinas BMP.
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1.2.5. Afinidad del ligando por el receptor

Dado el gran numero de ligandos BMP existentes frente a la poca variabilidad de receptores,
se ha observado diferente grado de afinidad de cada ligando por los diferentes tipos de
receptor (Mueller & Nickel, 2012). Generalmente esta afinidad es compartida entre los
miembros de una misma subfamilia de proteinas BMP, ya que depende de elementos
estructurales y residuos expuestos en la zona de union tanto del receptor como del ligando,
en ocasiones esto esta modulado por modificaciones postraduccionales (Bragdon et al., 2011;
Saremba et al., 2008). Como ya se ha mencionado anteriormente, los ligandos se pueden unir
tanto al complejo de receptores ya formado, como a los receptores tipo | o tipo Il por separado
(Gomez-Puerto et al., 2019). De este modo, BMP2 y BMP4 se unen preferentemente a los
receptores tipo | teniendo mayor afinidad por ALK3 y ALK®6, y, posteriormente, se produce el
reclutamiento del receptor tipo Il. Por el contrario, BMP5, BMP6 y BMP7 se unen
primeramente al receptor tipo Il y a continuacién se produce la unién con el receptor tipo |
siendo su afinidad mayor por el receptor ALK2 (Rahman et al., 2015), aunque BMP6 también
puede sefalizar (de forma méas débil) via ALK3 y ALK6. Por su parte, BMP9 y BMP10
muestran afinidad principalmente por el receptor ALK1 (Katagiri & Watabe, 2016; Sanchez-
Duffhues et al., 2020) (Figura 1).

1.2.6. Correceptores y antagonistas

Se han identificado correceptores de BMP que son clave en el control de la intensidad,
duracién y especificidad de la uniéon receptor ligando (Nickel et al., 2018). La familia de
proteinas RGM (en inglés repulsive guidance molecule), entre los que se encuentra la
hemojuvelina (HJV), actia facilitando el reclutamiento de receptores tipo Il permitiendo la
sefializacién cuando el receptor de preferencia por el ligando no esta presente (Corradini et
al., 2009). Otro correceptor involucrado en el control de la sefializacion de BMP es la
endoglina, capaz de capturar los ligandos BMP9 y BMP10 y facilitar la union al receptor ALK1
(Kim et al., 2019).

Por otro lado, la gran disponibilidad de ligandos BMP secretados en su forma madura, se ve
restringida por la presencia de un gran niamero de antagonistas enddégenos que presentan
alta afinidad por estas proteinas, siendo los mas conocidos Gremlina (Ren et al., 2019),
Nogina (Bragdon et al., 2011) y BAMBI. Estos antagonistas actian enmascarando zonas de
union del ligando al receptor (Todd et al., 2020) o compitiendo con el ligando por el sitio de
unién (Bragdon et al., 2011).
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2. PROTEINAS BMP EN LA FISIOPATOLOGIA HEPATICA

Como se ha mencionado previamente, la capacidad osteogénica de las proteinas BMP ha
sido siempre su principal caracteristica; sin embargo, en la actualidad es ampliamente
conocido que estos factores de crecimiento ejercen efectos pleiotropicos en distintos tejidos
a través de diferentes procesos fisiol6gicos. Puesto que estas proteinas juegan un papel
critico en el correcto desarrollo y homeostasis de diferentes 6rganos y sistemas durante la
embriogénesis y en estadios posnatales, un gran nimero de patologias se han asociado con
defectos en la ruta de sefalizacion de las BMP. Ademas de trastornos éseos como la
fibrodisplasia osificante progresiva o trastornos articulares (artritis reumatoide y osteoartritis)
(Salazar et al., 2016), las proteinas BMP también se han asociado a otras enfermedades no
relacionadas con el sistema 6seo, como la esclerosis multiple (Voumvourakis et al., 2011), asi
como enfermedades respiratorias (Rosendahl et al., 2002) y vasculares (Morrell et al., 2016;
Yang et al.,, 2020). Del mismo modo, algunos componentes de la familia BMP se han
relacionado con ciertos tipos de cancer (Kobayashi et al., 2021; Martinez et al., 2017; Singh
& Morris, 2010). Ademas, el papel de las proteinas BMP en la progresion de la fibrosis renal
ha sido ampliamente estudiado (Mufioz-Félix et al., 2015), y recientemente, se ha descrito que
algunas BMP estan involucradas en el funcionamiento del tejido adiposo mediante la
regulacion de la adipogénesis y termogénesis (Blazquez-Medela et al.,, 2019; Modica &
Wolfrum, 2013; Whittle et al., 2012). En cuanto a la relacion de estas proteinas con la fisiologia
hepatica, se sabe que juegan un papel crucial en diferentes estadios del desarrollo
embrionario del higado y que estan asimismo implicadas en la homeostasis de este 6rgano

en la etapa adulta (Herrera et al., 2012).

2.1. Anatomiay funciones del higado

El higado se localiza en la parte superior de la cavidad abdominal, protegido por la caja
toracica, y es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo (Abdel-Misih & Bloomston, 2010).
Este 6rgano estd compuesto por diferentes tipos celulares: hepatocitos, colangiocitos (células
del epitelio biliar), células estrelladas o células de Ito (en inglés hepatic stellate cells, HSC),
células de Kupffer y células del revestimiento sinusoidal (en inglés liver sinusoidal endotelial
cell, LSEC); las cuales realizan funciones especificas que permiten una correcta funcion del
higado (Trefts et al., 2017). Los hepatocitos son el tipo celular mas representativo del higado,
se encargan de realizar la mayoria de funciones hepaticas. Por su parte, los colangiocitos

recubren los conductos biliares y participan en la formacion de la bilis, mientras que las células
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del revestimiento sinusoidal son células endoteliales especializadas que se encargan de la
eliminaciéon de macromoléculas de la sangre (DelLeve & Maretti-Mira, 2017). Por otro lado, las
células de Kupffer son macréfagos especificos del higado mediadores tanto en situaciones de
dafio como de reparacién hepatica (Dixon et al., 2013). Por ultimo, las células estrelladas o
células de Ito, se localizan en el espacio perisinusoidal de Disse; en estado basal actan como
reservorio de vitamina A y desempefian un papel fundamental en el desarrollo de la fibrosis
(Higashi et al., 2017).

El higado desempefia un elevado niamero de funciones que son necesarias para una correcta
regulacion del metabolismo. Una de las principales funciones de este 6rgano es el
metabolismo de glucidos y lipidos, asi como el almacenamiento de estos nutrientes (Alves-
Bezerra & Cohen, 2017; Trefts et al., 2017); esta actividad esta ademas regulada en funcién
de los requerimientos energéticos del organismo (Smith et al., 2018). Ademas, el higado,
sintetiza el colesterol, asi como las lipoproteinas encargadas de su transporte y proteinas que
circulan en el plasma sanguineo como la albumina. Otra de las funciones clave del higado es
la de eliminacion de sustancias de deshecho, como la descomposicién de hormonas para su
eliminacidn, la transformaciéon de amoniaco en urea y el metabolismo de alcohol y farmacos

para una correcta eliminacién de los mismos (Chen et al., 2017).

2.2. Fallo hepatico agudo

El fallo hepatico agudo (en inglés acute liver failure, ALF), previamente conocido como fallo
hepatico fulminante, se define como el desarrollo de una disfuncién hepatocelular en
pacientes sin enfermedades hepéticas preexistentes en un periodo de entre 7 dias y 26
semanas (Whitehouse & Wendon, 2013), siendo el evento clave en el desarrollo de ALF, la
muerte masiva de hepatocitos que sobrepasa la capacidad regenerativa del higado (Cardoso
et al, 2017). Se puede manifestar como coagulopatia y trastornos neurolégicos
(encefalopatia), ademas de ictericia y reduccién de la capacidad metabdlica (Arshad et al.,
2020; Cardoso et al., 2017).

2.2.1. Etiologia del fallo hepatico agudo

Las causas de ALF varian ampliamente dependiendo de factores socioecondémicos,
exposicion a factores de riesgo y predisposicién genética. La causa mas frecuente de ALF,
especialmente en paises occidentales, es la toxicidad por paracetamol, seguida de la toxicidad

por otros farmacos (en inglés drug induced liver injury, DILI), las hepatitis viricas y otras causas
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de tipo vascular o metabdlica (como la enfermedad de Wilson) entre otras (Lee et al., 2008;
Whitehouse & Wendon, 2013).

Dado el papel indispensable que ejerce el higado en el metabolismo de toxicos, la
susceptibilidad de este érgano a reacciones adversas producidas por medicamentos es
elevada (Andrade et al., 2019). El DILI se ha clasificado como intrinseco si se debe al
medicamento (dosis o0 uso junto con otros farmacos hepatotéxicos) o idiosincratico si esta
relacionado con factores propios del paciente como su edad, sexo, consumo de alcohol o
comorbilidades (Andrade et al.,, 2019; Grek & Arasi, 2016). Ademas del paracetamol, los
farmacos que con més frecuencia producen DILI son antimicrobianos como antituberculosos
especialmente la isoniazida y penicilinas, antiepilépticos, estatinas, antinflamatorios no
esteroideos (AINE) y algunos suplementos dietéticos o de hierbas (Rajaram & Subramanian,
2018; Whitehouse & Wendon, 2013). A nivel global, las hepatitis viricas son la segunda causa
méas comun de ALF. Respecto a otras causas de ALF menos comunes, cabe destacar la
enfermedad de Wilson, que consiste en la acumulacion de cobre en el higado como
consecuencia de un trastorno congénito de su transporte (Pfeiffenberger et al., 2017), el
sindrome de Budd-Chiari (trombosis de las venas suprahepaticas), las hepatitis autoinmunes
y el higado graso agudo del embarazo (Bernal & Wendon, 2013; Rajaram & Subramanian,
2018).

2.2.2. Fallo hepatico agudo inducido por paracetamol

2.2.2.1. Descubrimiento y mecanismo de accién del paracetamol

El paracetamol, también denominado Acetaminofén en Norte América (en inglés
Acetaminophen, APAP) es uno de los analgésicos mas comercializados a nivel global
(Jozwiak-Bebenista & Nowak, 2014). La actividad antipirética de su precursor, la acetanilida
fue descubierta de manera accidental por A. Cahn y P. Hepp en 1886 vy, rapidamente, se
incorporo a la practica clinica. En 1893 Bayer sintetiz6 por primera vez el paracetamol (Brune
et al.,, 2015) y, finalmente, su uso se extendi6 en la década de los 60 (Nanra, 1980).
Actualmente existen alrededor de 100 formulaciones que contienen APAP solo o en

combinacién con otros principios activos (Jézwiak-Bebenista & Nowak, 2014).

A pesar de la larga trayectoria de este principio activo, su mecanismo de accion ha sido
descrito recientemente. A dosis terapéuticas el paracetamol presenta actividad analgésica y
antipirética, lo cual recuerda a los AINE clasicos, sin embargo, a diferencia de este grupo de

farmacos, no presenta actividad anti-inflamatoria ni la toxicidad a nivel gastrointestinal tipica
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de este grupo de principios activos (Graham & Scott, 2005). EI APAP actta inhibiendo la
actividad peroxidasa de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Graham & Scott, 2005), a
diferencia de los AINE que inhiben la produccion de prostaglandinas catalizada por la COX
mediante competicién con el ligando (acido araquidonico) por el sitio activo de la enzima
(Bertolini et al., 2006; Graham et al., 2013; Jozwiak-Bebenista & Nowak, 2014; Smith, 2009).

2.2.2.2. Metabolismo de APAP en el higado

En general, la metabolizacion de farmacos en el higado se produce en dos fases; por un lado,
las reacciones de fase | son aquellas en las que los grupos polares sufren oxidacion, reduccion
o hidrdlisis principalmente catalizadas por el citocromo P450 y otras hemoproteinas de la
familia CYP (Park et al., 1995). Por otro lado, la fase Il del metabolismo consiste en la
conjugacion de metabolitos generados en la fase | con &cido glucurénico por la UDP-
glucuroniltransferasa (UGT), con glutatién (GSH) por la glutation S-transferasa o con sulfatos
por sulfotransferasas (SULT); los productos de estas conjugaciones se eliminan por la orina
(Almazroo et al., 2017; Grant, 1991). En el caso concreto de la metabolizacién del APAP, a
dosis terapéuticas, un 2% es excretado directamente por la orina sin ser metabolizado,
mientras que un 90% se metabolizan por conjugacion como se ha descrito anteriormente y
los productos inactivos se excretan por bilis y orina. Por ultimo, entre un 5 y un 9% sufre
conversién oxidativa por CYP (principalmente esta reaccion se lleva a cabo por CYP2E1)
dando lugar al metabolito N-acetil p-benzoquinona imina (NAPQI) que es una especie
altamente reactiva, capaz de aceptar 2 electrones lo que le convierte en una especie electrofila
y oxidante. NAPQI se metaboliza por conjugacién con GSH dando lugar a un metabolito no

toxico que se excreta por orina (Yan et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Metabolismo de APAP en el higado.
Modificado de Geib y col. Front Chem. 2019 (Geib et al., 2019)

2.2.2.3. Hepatotoxicidad por APAP

Aunque a dosis terapéuticas (1-4 g/dia) el APAP es seguro, como ya se ha mencionado
anteriormente, la toxicidad por este fa&rmaco es la primera causa de ALF en paises
occidentales, especialmente en Norte América y Europa (Lee et al., 2008), incluyendo tanto
los casos de sobredosis intencionados (generalmente con fines suicidas) (Pezzia et al., 2017)
como aquellos involuntarios, ya sea por ignorancia de las pautas correctas de administracion,
como por comorbilidades que generan un mayor riesgo de hepatotoxicidad incluso a dosis
terapéuticas, como es el caso de individuos que consumen alcohol de manera crénica
(Whitehouse & Wendon, 2013). De hecho, entre el 40 y el 70% de los casos de ALF en Europa
y Reino Unido se deben a esta causa; mientras que en Estados Unidos corresponde al 46%
de los casos de ALF provocando unas 500 muertes al afio (Lee, 2017). Una sola dosis de
entre 10 y 15 gramos de APAP puede tener efectos fatales en el higado produciendo una
necrosis masiva de hepatocitos; sin embargo, cada vez hay mas evidencias de que la
ingestion de dosis menores a 10 gramos durante dias consecutivos conlleva un alto riesgo de
dafio hepatico en determinados individuos (Larson, 2007). Algunos de los factores que

influyen en la hepatotoxicidad del paracetamol y que pueden incluso disminuir el limite inferior
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de dosis toxica son la edad, factores genéticos, enfermedades hepaticas preexistentes, el
estado nutricional del individuo y el consumo de alcohol u otros medicamentos
(Bunchorntavakul & Reddy, 2018).

La toxicidad por APAP se debe a la alteracion del sistema de metabolizacion por diferentes
causas. La mas comdun, la sobredosis por APAP, supone una sobrecarga de los mecanismos
de detoxificacién. El uso de algunos farmacos o medicamentos a base de plantas pueden
inducir la actividad de CYP2E1 aumentando asi la sintesis de NAPQI lo cual puede dar lugar
a la acumulacion de esta especie téxica. Asimismo, el consumo de alcohol o una situacién de
malnutricion pueden disminuir los suministros de GSH (Bunchorntavakul & Reddy, 2018). En
términos generales, la excesiva produccion de NAPQI tiene como resultado una rapida
deplecién de las reservas de GSH por lo que hay una gran cantidad de NAPQI, que es
altamente reactivo, disponible para formar uniones covalentes con grupos cisteina de
proteinas del hepatocito. Este es el paso inicial e irreversible de la hepatotoxicidad. Las
proteinas mitocondriales son la principal diana de NAPQI, que interfiere de este modo en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, produciéndose especies reactivas de
oxigeno (en inglés reactive oxygen species, ROS) en la mitocondria (Ramachandran &
Jaeschke, 2018). Ademas, se produce dafio del ADN mitocondrial que activa la sefializaciéon
de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) que eventualmente dara como resultado la apertura de
poros de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT). Este evento supone el colapso
del potencial de membrana de la mitocondria, el cese de la sintesis de ATP y la liberacion al
citoplasma de proteinas mitocondriales que amplifican la sefial de estrés oxidativo, lo que
desencadena la fragmentacién del ADN nuclear y la muerte celular por necroptosis (Du et al.,
2016; lorga et al., 2017). La muerte masiva de hepatocitos por necrosis conlleva la liberacion
de patrones moleculares asociados a la lesion (en inglés damage-associated molecular
pattern, DAMP) entre los que se incluyen el ADN mitocondrial, fragmentos de ADN nuclear y
la proteina HMGB1 (Chung et al.,, 2012). Los DAMP se unen a los receptores de
reconocimiento tales como los receptores tipo toll (en inglés toll-like receptors, TLR) presentes
en células inflamatorias, como macréfagos residentes (células de Kupffer), activando la
produccion de citoquinas y quimioquinas en estas células (Ramachandran & Jaeschke, 2018).
Estos mediadores inflamatorios activan a su vez otras células del sistema inmune tales como
neutréfilos 0 monocitos que son reclutados a la zona dafiada para retirar restos celulares y
preparar el tejido para la reparacién. (Rada et al., 2018). Sin embargo, cuando se produce en
exceso, esta respuesta inflamatoria puede contribuir a un dafio mas severo provocando la
disfuncion del higado (Sanz-Garcia et al., 2013). Finalmente, como resultado de la liberacién
de citoquinas a la circulacién, se produce el dafio extrahepético (Antoniades et al., 2008)
(Figura 4).
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Figura 4. Hepatotoxicidad por APAP.

2.2.3. Diagnostico, prondéstico y tratamiento del fallo hepéatico agudo

La rapida progresion del ALF desde la disfuncion hepatica aguda a un fallo multiorganico,
hace que sea necesario un diagndstico y tratamiento temprano a la hora de tomar decisiones
tales como la susceptibilidad de cada paciente para ser sometido a hospitalizacion o trasplante
hepético. Se suele sospechar que se estd produciendo un episodio de ALF en aquellos
pacientes que, sin tener una enfermedad hepatica preexistente, presentan dafio hepatico y
coagulopatia manifestado por un INR (del inglés international normalised ratio), utilizado para
monitorizar la coagulacion, superior a 1,5 y transaminasas tres veces por encima del limite
superior de los valores normales (Wendon et al., 2017). El primer paso en el diagndstico es
conocer en detalle la historia clinica del paciente, para determinar la etiologia, que proporciona
una idea del prondstico y permite que el tratamiento sea mas especifico, y descartar la
presencia de enfermedad hepética cronica. Ademas, se debe evaluar si existe encefalopatia
hepatica, insuficiencia organica extrahepatica, asi como la severidad de la hepatitis (Arshad
et al., 2020; Rajaram & Subramanian, 2018).

Actualmente existen diferentes herramientas que ayudan a establecer un prondstico y
determinar la necesidad de realizar un trasplante hepatico. El criterio establecido por el Kings
College (Reino Unido), discrimina entre el ALF causado por intoxicacion con APAP y el resto

de causas. Ademas de la etiologia, tiene en cuenta el grado de acidemia, coagulopatia e
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insuficiencia renal; mientras que, en los casos de dafio agudo no inducido por APAP, también
tiene en cuenta la edad, la bilirrubina circulante y tiempo durante el cual se presenta la ictericia
(Renner, 2007). Por su parte, la escala MELD (del inglés Model for End-Stage Liver Disease),
también tiene en cuenta la coagulopatia, la insuficiencia renal y los niveles séricos de
bilirrubina. Una mayor puntuacion en la escala MELD indica mayor probabilidad de
fallecimiento del paciente (Saab et al., 2003). Por ultimo, el criterio de Clichy, establecido en
una cohorte de pacientes con hepatitis B fulminante, es capaz de seleccionar con precision
aquellos pacientes con ALF que requieren trasplante hepético; este criterio tiene en cuenta la
presencia de encefalopatia y el nivel de Factor de coagulacion V (como manifestacion de una

posible coagulopatia) (Renner, 2007).

En los ultimos afios, el interés por la busqueda de biomarcadores especificos y no invasivos
para el diagndstico y prondstico ha crecido notablemente. En el caso de DILI, actualmente no
existen biomarcadores especificos y el diagnostico todavia se basa en la exclusion de causas
alternativas del dafio hepdtico, y los niveles en suero de las enzimas glutdmico piravico-
transaminasa (GPT) y glutdmico oxalacético transaminasa (GOT), la fosfatasa alcalina y la
bilirrubina total siguen siendo los pilares en la deteccion de DILI (Umbaugh & Jaeschke, 2021).
Por esta razén, se han empleado grandes esfuerzos en la blsqueda de nuevos
biomarcadores seroldgicos para el pronéstico de ALF. En este sentido la proteina mitocondrial
glutamato deshidrogenasa (GLDH), asi como fragmentos de ADN mitocondrial (mtDNA) y
nuclear (nDNA) han sido propuestos como biomarcadores para predecir el desenlace de DILI;
sin embargo, posteriormente se ha demostrado que, a pesar de ser especificos de
enfermedad hepética, presentan una baja sensibilidad para predecir el pronéstico. Por otro
lado, el microRNA-122 también se ha propuesto como biomarcador prondstico de ALF,
aunque mas especificamente para pacientes con DILI por APAP, sin embargo, presenta
considerables variaciones intra e interindividuales (Andrade et al., 2019; McGill & Jaeschke,
2018). Por ultimo, el marcador diagnéstico mas prometedor, son los aductos APAP-proteina
gue se pueden medir en circulacién y tienen una vida media mas larga que el propio APAP.
El dnico biomarcador que ha sido propuesto para el diagnostico de DILI hasta el momento es
el aducto APAP-cisteina derivado de proteinas (APAP-CYS) (Heard et al., 2011; Vliegenthart
et al., 2015). Asimismo, existen sistemas de puntuacion aplicados al diagnéstico de DILI. Los
mas populares incluyen las escalas RUCAM, CDS (en inlés, Clinical scale for the diagnosis)
y DDW-J (eninglés, Digestive Disease Week Japan 2004) (Fu et al., 2019). Ademas, la biopsia
hepéatica se ha considerado una herramienta diagndstica complementaria que puede ayudar
y reforzar el proceso de diagndstico. Por dltimo, en casos de sobredosis de APAP, el

nomograma Rumack-Matthew, que se emplea de manera rutinaria para determinar si el
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cuidado estandar, N-acetilcisteina (NAC), es necesario, se publicd inicialmente en 1975

(Rumack & Matthew, 1975) y sigue siendo el método de preferencia para el prondstico.

Actualmente, no existe un tratamiento general para el ALF y el enfoque terapéutico se basa
principalmente en cuidados de apoyo al paciente (Plauth et al., 2019). Ademas, es importante
el manejo de las posibles complicaciones como fallo renal, sepsis, edema cerebral,
coagulopatia o encefalopatia a fin de evitar el desarrollo de fallo multi organico (Rajaram &
Subramanian, 2018). Existen tratamientos especificos para algunas causas de ALF en caso
de que esta sea conocida; es el caso de la N-acetilcisteina (NAC) en casos de ALF inducido
por APAP o de los anélogos de nucleés(t)idos (ANN) en infecciones por virus de la hepatitis
B (Oketani et al., 2014).

Aunque la NAC es el tratamiento de eleccion en intoxicacion por APAP ya que presenta una
alta seguridad y es altamente efectivo (Smilkstein et al., 1988; "StatPearls," 2022), debe ser
administrada en las 8 primeras horas post ingesta de una dosis alta de APAP y presenta una
ventana terapéutica muy estrecha, aunque los efectos secundarios, entre los que se incluyen
nauseas, vomitos y reacciones anafilacticas en la zona de administracién, no suponen un
riesgo para la vida (Bebarta et al., 2010; Fisher & Curry, 2019). Este farmaco es un precursor
del GSH, por lo que actla restableciendo las reservas del mismo en el higado. El aumento de
reservas de GSH favorece la metabolizacion de la especie reactiva NAPQI (Rushworth &
Megson, 2014) y contrarrestan la produccion de ROS en la mitocondria, ademas el exceso de
NAC circulante puede ser metabolizado dando lugar a intermediarios del ciclo de Krebs y
favoreciendo asi el equilibrio energético en la célula (Knight et al., 2002; Saito, Zwingmann, et
al., 2010).

En pacientes en los que se detecta la intoxicacion en las primeras 4 horas, también se
recomienda el lavado gastrico con carbon activado, lo cual reduce la absorcion de APAP entre
un 50 y un 90% (Chiew et al., 2018; Underhill et al., 1990).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el prondéstico de la enfermedad es importante para
determinar como de probable es que el paciente mejore; en ocasiones el deterioro hepatico
es tan profundo o se establece de manera tan rapida que la recuperacion no es posible; en
este caso el tratamiento definitivo es el trasplante hepético (Germani et al., 2012; Simpson et
al., 2009). También existen sistemas artificiales de apoyo hepatico que son de utilidad para
optimizar parametros hemodinamicos, neuroldgicos y bioquimicos, ya sea previo al trasplante

hepatico o para facilitar la recuperacion (Kandiah & Subramanian, 2019).
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2.2.4. Proteinas BMP en el fallo hepético agudo

Hasta el momento, no existen muchos trabajos centrados en el estudio de la implicacién de
las proteinas BMP y su sefializacion en la progresién del ALF. Sin embargo, el papel de las
proteinas BMP en la homeostasis del hierro hepatico ha sido ampliamente estudiado. La
hepcidina es una molécula clave en la regulacion de la absorcion de hierro, ya que, mediante
la unién y bloqueo de la ferroportina, transportador de hierro presente en el duodeno y
macroéfagos, inhibe el paso del hierro a la circulacion evitando la toxicidad por presencia de
hierro no unido a transferrina y por acumulacion del mismo en érganos y tejidos (Mufioz et al.,
2011). Se ha demostrado que BMP2 y BMP6 son dos ligandos involucrados en la sintesis de
hepcidina (Canali etal., 2017; Koch et al., 2017; Meynard et al., 2009) mediante la sefializacion
a través de los receptores tipo | ALK3 y ALK2, respectivamente, por la ruta de las proteinas
Smad (Traeger et al., 2018). Aunque en condiciones basales, BMP2 es el principal ligando
regulador de la sintesis de hepcidina, debido a que se encuentra mas expresado en el higado,
en situacion de sobrecarga de hierro se produce un aumento de la expresion de BMP6
dependiente de los niveles de hierro, de manera que este ligando cobra mayor importancia en
la regulacién de la hepcidina en este contexto (Canali et al., 2017). Asimismo, el correceptor
hemojuvelina también ha demostrado un papel clave favoreciendo la sintesis de esta molécula
(Babitt et al., 2006; Silvestri et al., 2019). Algunos estudios han mostrado la asociacién de
estas proteinas BMP con enfermedades tales como la talasemia o hemocromatosis (Arezes
et al., 2018; Delima et al., 2012; Lim et al., 2019). En este sentido, la sobrecarga de hierro
puede ser el desencadenante para que se produzca un ALF y, de hecho, dos estudios han
establecido una relacion entre la concentracion sérica de hepcidina y el prondstico de ALF
(Simonse et al., 2013; Spivak et al., 2019). Ademas, se ha observado que en situaciones de
estrés oxidativo o hipoxia se produce una disminucién en la sintesis de hepcidina por inhibicion
de la ruta de sefializacion BMP (Chaston et al., 2011; Li et al., 2020). De hecho, en un articulo
enfocado en el papel de las proteinas BMP en DILI, se observé que los ratones sometidos a
una sobredosis de APAP presentaron un aumento en la concentracién de hierro hepético.
Este estudio sugiere que el estrés oxidativo producido por el exceso de APAP tiene como
consecuencia la inhibicion de la sintesis de hepcidina y propone que el factor inducible por
hipoxia HIF1a, que estaria regulado por el estrés oxidativo, podria ser el responsable de esta
desregulacion mediante la inhibicion de la ruta de sefalizacion BMP (van Swelm et al., 2012).
Por el contrario, en un estudio reciente se observé una induccion de la ruta de sefializacion
de BMP en ratones sometidos a un modelo de sobredosis de APAP (Stavropoulos et al.,
2022); por tanto, existen resultados contradictorios en cuanto a la activacion o inhibicién de la

ruta de sefializacién de las BMP en este contexto asi como los efectos derivados de la misma.
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Asimismo, en dos estudios en los que se relacionan las proteinas BMP con procesos de ALF
en modelos murinos, se observé una modulacion de la expresion hepéatica de BMP2 y BMP4
y se puso de manifiesto la importancia de la sefializacion de estas proteinas en el proceso de
reparacion de fallo hepatico agudo mediante la induccion de la proliferacién y desarrollo de
células hepéticas (Nakatsuka et al., 2007; Oumi et al., 2012). Por ultimo, en un modelo de
dafo inducido por CCls, se observé en las primeras horas, un incremento de la expresion
hepatica de BMP7 (Zou et al., 2019).

2.3. Enfermedad hepatica cronica

A nivel global, las enfermedades hepéticas cronicas (en inglés chronic liver disease, CLD)
representan cerca del 3,5% de la mortalidad por cualquier causay el carcinoma hepatocelular
(en inglés hepatocellular carcinoma, HCC) es la sexta causa mas comun de cancer (Asrani et
al.,, 2019), lo cual pone de manifiesto la urgente necesidad de implementar intervenciones
multidisciplinares para abordar la carga que las CLD representan para los sistemas de salud

de todo el mundo.

Las etiologias causantes de las CLD son mudltiples e incluyen las hepatitis crénicas viricas,
enfermedades colestasicas, enfermedad hepatica por alcohol, y la enfermedad de higado
graso no alcohdlico (en inglés nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD), principalmente su
forma mas progresiva denominada esteatohepatitis no alcohdlica que se da en mas del 40-
50% de pacientes con NAFLD (Cheemerla & Balakrishnan, 2021). Las CLD,
independientemente de la etiologia, se caracterizan por presentar fibrosis hepatica progresiva
gue, si no se trata, puede derivar en cirrosis o HCC (Parola & Pinzani, 2019; Roehlen et al.,
2020). Actualmente, la cirrosis hepatica es la undécima causa mas comun de mortalidad a
nivel global y la cuarta causa de muerte mas comudn en adultos en Europa central (Asrani et
al., 2019; Marcellin & Kutala, 2018). El sexo masculino y la edad avanzada son los principales
factores de riesgo en la progresion de la fibrosis hepatica. Asimismo, la obesidad,
generalmente asociada a la presencia de esteatosis hepética, el consumo de alcohol o la
presencia de otras enfermedades hepaticas concomitantes, se asocian a una mayor
progresion de la fibrosis (Friedman, 2003; Pimpin et al., 2018; Smith et al., 2019).

2.3.1. Fibrosis hepatica

Como ya se ha comentado, la principal caracteristica de las CLD es el desarrollo de fibrosis

hepética, que consiste en un proceso de reparacién que se desarrolla como consecuencia de
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un dafio cronico en el tejido hepatico (Friedman, 2003). Inicialmente este dafio produce en el
higado una activacién de la respuesta inflamatoria, que desencadena un proceso de
reparacion del dafio mediante la produccion de fibras que actian como cicatriz, y cuya funcion
es que el dafio no se extienda al resto del tejido hepatico, provocando a su vez la pérdida de
hepatocitos que puede llevar a una disfuncion del higado y en ultima estancia fallo hepatico
(Parola & Pinzani, 2019; Roehlen et al., 2020). Se ha observado que la fibrosis es un proceso
reversible si se elimina el insulto que lo provoca (Arthur, 2002; Dixon et al., 2004;
Ramachandran & Iredale, 2009); por el contrario, ya se ha comentado que en caso de que la
fibrosis progrese, puede llevar al desarrollo de cirrosis, y en los casos mas avanzados se
puede producir incluso HCC (Roehlen et al., 2020).

En el proceso de desarrollo de la fibrosis intervienen diferentes tipos celulares y mediadores.
Sin lugar a dudas, el hecho clave en este proceso es la activaciéon de las HSC. En condiciones
basales, las HSC quiescentes actian como reservorio de vitamina A en el higado (Puche et
al., 2013). Frente a distintos insultos, los hepatocitos, las células del endotelio sinusoidal o las
células de Kupffer, que se activan como parte de la respuesta inflamatoria, estimulan de
manera paracrina las HSC promoviendo su activacion mediante la liberacion de mediadores
inflamatorios (Koyama & Brenner, 2017). De este modo las HSC sufren transdiferenciacion
hacia un fenotipo tipo miofibroblasto lo cual incluye alteraciones fenotipicas como la pérdida
de vitamina A, induccioén de la expresion de la actina del masculo liso a (en inglés a smooth
muscle actin, aSMA) y una mayor proliferacién y contractibilidad (Puche et al., 2013; Zhang et
al., 2016). Cuando se activan, las HSC se convierten en la principal fuente de componentes
de la matriz extracelular (en inglés extracelular matrix, ECM) como fibras de colageno; esto
sucede en paralelo a una disminucion en la actividad de las metaloproteinasas de la matriz
(MMP) encargadas de degradar el exceso de proteinas de la ECM (Duarte et al., 2015;
Hernandez-Gea & Friedman, 2011). La secrecién y acumulacion de los componentes de la
ECM por las HSC activadas es lo que produce la cicatriz fibrética con el fin de prevenir la
expansién del tejido dafiado. Ademas de componentes de la ECM, las HSC activadas
secretan citoquinas y quimioquinas que favorecen la proliferacion de células progenitoras
hepaticas y hepatocitos (Safadi & Friedman, 2002) (Figura 5).
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Figura 5. Activacién de HSC en respuesta a un dafio hepatico crénico.

2.3.2. Diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad hepatica cronica

Las CLD se caracterizan por ser asintomaticas en las primeras fases de la enfermedad, lo
cual favorece la progresion de la misma y empeora el pronéstico. Como ya se ha comentado,
estas patologias cursan con fibrosis hepatica progresiva que es sin duda el principal factor
pronéstico de la morbilidad y mortalidad de pacientes con CLD; por tanto, establecer de
manera precisa el grado de fibrosis es clave para predecir el desenlace de la enfermedad.
Esto supone que el desarrollo de técnicas diagnésticas sea esencial para poder establecer un
diagnéstico precoz. En este sentido, la biopsia hepéatica sigue siendo la técnica de referencia
en el diagnéstico de CLD, ya que es la Unica técnica que permite establecer con precision el
grado de fibrosis hepética (Buzzetti et al., 2016; Venkatesh & Torbenson, 2022). Sin embargo,
la biopsia hepatica se considera un método invasivo, por ello no esta recomendado para uso
rutinario debido al alto riesgo de sangrado y complicaciones, ademas, se pueden producir
variaciones en el diagnéstico en funcion del lugar de toma de la muestra y de los patélogos

gue evaltan la misma, y supone un alto coste econémico (Almpanis et al., 2016).

Por esta razon, en los ultimos afios se han realizado grandes esfuerzos en la blsqueda de
herramientas de diagnéstico no invasivo, y de hecho se han desarrollado nuevas técnicas
como los test serologicos y las técnicas de imagen. En lo que refiere a los métodos de imagen

la elastografia transitoria (ET), como es el caso del FibroScan®, ha supuesto un gran avance
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a la hora de determinar la presencia de fibrosis hepatica. Esta técnica se basa en la reduccién
de la elasticidad secundaria a la deposicion de tejido fibrotico. Para ello, usa una onda pulséatil
vibratoria que penetra en el tejido hepético y una onda de ultrasonido que capta la velocidad
a la que se propaga la primera onda para determinar la existencia de fibrosis (Bartres & Lens,
2013). Actualmente, esta técnica tiene una alta disponibilidad; sin embargo, todavia presenta
algunas limitaciones, como inexactitudes derivadas de la presencia de obesidad central
(Foucher et al., 2006).

En lo referente a los test seroldgicos, existen algoritmos no invasivos para el diagndstico que
son modelos matematicos calculados a partir de variables clinicas o analiticas, que son faciles
de obtener en una consulta rutinaria, y que han sido validados para la cuantificacion de la
probabilidad de existencia de dafio histolégico avanzado. De hecho, se han desarrollado
algoritmos que presentan una alta precision para detectar fibrosis avanzada, como el Fibrosis
4 score (FIB4) (Sterling et al., 2006) y el Aminotransferase to platelet ratio index (APRI) (Lin
et al., 2011) ambos basados en el recuento de plaquetas y los niveles de las transaminasas
GOT y GPT, asi como la edad en el caso del FIB4 . Para pacientes con NAFLD, se han
desarrollado el NAFLD fibrosis score (Angulo et al., 2007; Lai & Afdhal, 2019) y el Hepamet
Fibrosis Score (Ampuero et al., 2020) que tienen en cuenta variables metabélicas como la
diabetes o el indice de resistencia a la insulina HOMA.. Sin embargo, ninguna de estas técnicas
o la combinacion de las mismas permite sustituir completamente el examen histolégico
(Cobbina & Akhlaghi, 2017; Hardy et al., 2016).

En lo que respecta al abordaje terapéutico de las CLD, existen tratamientos especificos en
base a la etiologia, como es el caso de la hepatitis por infeccion por VHC, cuyo tratamiento
ha evolucionado significativamente en las Ultimas décadas (Falade-Nwulia et al., 2017), o las
enfermedades colestasicas donde el acido obeticdlico se ha indicado para el tratamiento de
la colangitis biliar primaria (Kjeergaard et al., 2021). Sin embargo, actualmente no existe
ningun tratamiento que permita revertir la fibrosis hepética, y cuando esta progresa, puede

llegar a ser necesario el trasplante hepatico.

2.3.3. Enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD)

La NAFLD fue descrita por primera vez en 1980 por Ludwig et al. (Ludwig et al., 1980) y
actualmente se esta convirtiendo en la enfermedad hepatica crénica mas prevalente a nivel
global (Younossi et al., 2018). Se define como la presencia de acumulacién de grasa en mas
del 5% de los hepatocitos no atribuible a consumo de alcohol, medicamentos hepatotdxicos o

a la presencia de otras patologias hepaticas como hepatitis viricas (Chalasani et al., 2012).
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En la mayoria de pacientes la acumulacion hepética grasa esta asociada a factores de riesgo
metabdlico, de hecho, la NAFLD se considera la manifestacion hepética del sindrome
metabdlico por lo que esta estrechamente relacionada con las caracteristicas mas relevantes
de este sindrome como obesidad, hipertension, dislipemia, obesidad central, resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2 (Angulo, 2002; Chalasani et al., 2012; Marchesini et al., 2001). Esto
explica que la prevalencia de NAFLD en pacientes obesos y diabéticos supere el 50%,
mientras que en la poblacion general afecta a un cuarto de la poblacion adulta, siendo su
prevalencia mayor en paises occidentales, donde el estilo de vida sedentario est4 provocando
un aumento en su incidencia (Younossi et al., 2016). Cabe remarcar que muchos paises
asiaticos tienen una prevalencia similar a la de Estados Unidos y Europa como es el caso de
India, Corea y Japon, donde el aumento en la prevalencia de NAFLD ha ido acompafiado de
un aumento en la obesidad, hipertension y diabetes tipo 2 (Kanwar & Kowdley, 2016). En
general, mientras que la prevalencia de otras enfermedades hepéticas se ha mantenido
estable o ha disminuido, como es el caso de las hepatitis viricas gracias a los nuevos
tratamientos y la vacunacion; la prevalencia de la NAFLD es la Unica que se ha visto
incrementada en las Ultimas décadas de forma paralela al incremento en la prevalencia de la

obesidad y la diabetes tipo 2 (Younossi et al., 2020).

2.3.3.1. Historia natural y progresion de la NAFLD

La NAFLD abarca un espectro de entidades claramente establecidas y diferenciadas entre las
gue se encuentran la esteatosis simple y la esteatohepatitis que pueden progresar a fibrosis,
cirrosis y en algunos casos a HCC (Chalasani et al., 2012). La forma mas benigna de NAFLD
es la esteatosis simple (en inglés nonalcoholic fatty liver, NAFL) que se define como la
presencia de grasa en al menos el 5% de los hepatocitos (Lindenmeyer & McCullough, 2018).
Tradicionalmente, la NAFL se ha considerado como una enfermedad benigna y no progresiva;
sin embargo, varios estudios recientes han puesto en duda esta afirmacién (McPherson et al.,
2015). Por su parte la esteatohepatitis no alcohdlica (en inglés nonalcoholic steatohepatitis,
NASH) es una etapa mas severa dentro de la NAFLD. Se caracteriza por la presencia en el
higado de esteatosis, inflamacion lobulillar y portal y degeneracion de los hepatocitos o
ballooning y se puede presentar con o sin fibrosis (Lindenmeyer & McCullough, 2018). Esta
situacion puede llevar a estadios de fibrosis avanzada o cirrosis que se caracterizan por una
disminucién en la presencia de esteatosis e inflamacion hepatica, es lo que se conoce como
“burned-out NASH” (Caldwell & Marchesini, 2018; Powell et al., 1990). Por ultimo, se pueden
dar complicaciones asociadas a hipertension portal o incluso HCC (Golabi et al., 2019; Huang
et al., 2021) (Figura 6).
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Figura 6. Progresion de la enfermedad del higado graso no alcohdlico

Como ya se ha mencionado anteriormente, la prevalencia global de la NAFLD se encuentra
alrededor de un 25%, siendo significativamente superior en la poblacion obesa y diabética. En
este sentido, mientras que la mayoria de pacientes son generalmente asintomaticos y solo
presentan NAFL, se calcula que alrededor de un 59% progresan a NASH con diferentes
grados de fibrosis (Younossi et al., 2016). El género masculino, la edad, el peso, el colesterol
total, la resistencia a la insulina, la hipertension y la presencia de sindrome metabdlico son
factores asociados a la presencia de NASH (Lindenmeyer & McCullough, 2018). Entre los
pacientes que presentan NASH, alrededor de un 41% presentan progresion de la fibrosis
(Reddy et al., 2020). Algunos factores predictivos de progresion de la fibrosis son la edad, la
inflamacién observada en la biopsia, la presencia de hipertension y un bajo ratio de las
transaminasas GOT/GPT (Goh & McCullough, 2016). Por ultimo, un 25% de pacientes con
NAFLD progresan a cirrosis y un 7% alcanzan la etapa terminal de la enfermedad hepatica
(Lindenmeyer & McCullough, 2018) (Figura 6). En general, la NAFLD es en la mayoria de
casos una enfermedad de progresién lenta, sin embargo, una proporcién significativa de los
pacientes que la padecen sufrirda complicaciones asociadas al higado (Angulo et al., 2015). La
edad y la diabetes son los predictores clinicos por excelencia de progresion de la enfermedad;
de hecho, se ha observado un mayor riesgo de desarrollar complicaciones asociadas al
higado en pacientes de mayor edad y con diabetes (Dulai et al., 2017). Por su parte, la
presencia y el grado de fibrosis es la principal caracteristica histolégica para predecir la
mortalidad y el desarrollo de complicaciones hepaticas (Hardy et al., 2016), y se asocia

también con la necesidad de trasplante hepatico (Angulo et al., 2015; Ekstedt et al., 2015). La
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principal causa de mortalidad en pacientes con NAFLD son las complicaciones
cardiovasculares, lo cual concuerda con el hecho de que la NAFLD se considere la
manifestacién hepatica del sindrome metabdlico que es un factor de riesgo para
enfermedades cardiovasculares (Lindenmeyer & McCullough, 2018). Asimismo, la progresion
de lafibrosis conlleva una serie de riesgos y complicaciones asociadas a la hipertension portal,
siendo las complicaciones hepéticas la tercera causa mas comun de mortalidad en NAFLD
(Angulo et al., 2015; Ekstedt et al., 2015).

2.3.3.2. Patogénesis de la NAFLD

En presencia de obesidad y resistencia a la insulina se produce una alteracién del
metabolismo de glucidos y lipidos (Donnelly et al., 2005; Lindenmeyer & McCullough, 2018;
Nassir et al., 2015; Yang & Mottillo, 2020) que tiene como consecuencia un aumento del flujo
de &cidos grasos libres (en inglés free fatty acids, FFA) en el higado (Nassir et al., 2015; Rada
et al., 2020; Zhang et al., 2014). La acumulacién de FFA en los hepatocitos tiene un efecto
lipotoxico que supone la produccion de ROS, estrés del reticulo endoplasmico (en inglés
endoplasmatic reticulum, ER) (Pfaffenbach et al., 2010; Rada et al., 2020) y disfuncién celular
(Golabi et al., 2019; Hardy et al., 2016). Todo ello termina desencadenando la respuesta del
sistema inmune y la muerte celular por necrosis y apoptosis, asi como otros procesos como
la activacion de las HSC que favorece el desarrollo de fibrosis (Hardy et al., 2016). De este

modo, tiene lugar la progresion de la enfermedad.

Inicialmente se plante6 la hipétesis del doble impacto para explicar el desarrollo de estos
procesos. La acumulacién de lipidos en el higado supone el primer impacto, que sensibiliza
al higado frente a futuros impactos (Letteron et al., 1996); sin embargo, muchos pacientes con
esteatosis no progresan a esteatohepatitis. Esto sugiere la necesidad de un segundo impacto,
una fuente de radicales libres que induzcan el estrés oxidativo (Day & James, 1998).
Actualmente, se habla de la hipétesis del maltiple impacto, que recoge la complejidad de la
NAFLD donde multiples y simultaneos factores estan implicados en la progresiéon de la
enfermedad (Buzzetti et al., 2016; Cobbina & Akhlaghi, 2017).

2.3.3.3. Diagnéstico, prondstico y tratamiento de la NAFLD

Un diagnoéstico y tratamiento precoz de la esteatosis hepética son importantes para prevenir
la progresion de la misma, de hecho, se ha observado que los pacientes con NAFLD sin
esteatohepatitis no progresan o presentan una progresiéon muy lenta (Vernon et al., 2011).

Puesto que la NAFLD es normalmente asintomatica en el momento del diagnostico, la
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determinacion del contenido lipidico en el higado puede ser un reto importante en términos de
identificacion, tratamiento y control de la progresién de la enfermedad (Lindenmeyer &
McCullough, 2018).

En referencia a los métodos diagndsticos disponibles, la biopsia hepética sigue siendo la
técnica de referencia en el diagnostico de la NAFLD ya que es la Unica capaz de diferenciar
entre NAFL y NASH; ademas de determinar con precision el grado de fibrosis (Brunt, 2004;
Chalasani et al., 2012; Kleiner et al., 2005). En este sentido, para la evaluacién de la biopsia
hepatica, el NAFLD activity score (NAS) es un sistema de puntuacion histolégico que
cuantifica el grado de esteatosis, inflamacion lobulillar, ballooning de los hepatocitos y grado
de fibrosis (Kleiner et al.,, 2005). Sin embargo, como ya se ha comentado, los riesgos
asociados a esta y su alto coste (Almpanis et al., 2016), han hecho necesaria la busqueda de

nuevas herramientas de diagndstico no invasivo.

En este sentido, la técnica de ultrasonido ha sido ampliamente aceptada ya que es una técnica
no invasiva, libre de radiacion, facilmente disponible y de bajo coste. Estas técnicas presentan
una buena sensibilidad y especificidad en comparacién con la histologia a la hora de identificar
esteatosis moderada y severa. La ecografia abdominal es la mas accesible y con menor coste;
de hecho, en muchas ocasiones la esteatosis hepatica se detecta al realizar esta técnica por
otros motivos (Palmentieri et al., 2006; Roldan-Valadez et al., 2008). Con el fin de mejorar la
capacidad diagnostica, se desarrollé el pardmetro de atenuacién controlada (en inglés
Controlled Attenuation Parameter, CAP) que usa el ultrasonido en conjunto con elastografia
de vibraciéon controlada para medir el grado de atenuacién del ultrasonido debido a la

presencia de grasa hepatica (Sasso et al., 2010).

En lo referente a los test seroldgicos, ademas de los comentados anteriormente para el
diagnostico de fibrosis hepatica derivada de la NAFLD, existen algoritmos no invasivos para
la prediccion de esteatosis, es el caso del Fatty Liver Index (FLI) (Bedogni et al., 2006) y el
Hepatic Steatosis Index (HSI) (Lee et al., 2010). En cuanto al diagnéstico de NASH, no existe
todavia un algoritmo capaz de diferenciar la presencia de esta entidad, si bien es cierto que
se ha desarrollado una técnica de metabolémica realizada a partir del suero de pacientes para
el diagnostico de NASH (Barr et al., 2012; Mayo et al., 2018).

Dado que actualmente no existen tratamientos efectivos para NAFLD, el enfoque terapéutico
para esta enfermedad hepatica debe ser multidisciplinar, incluyendo acciones para la
prevencion y regresion del dafio hepatico y de la fibrosis. Actualmente se basa en cambios en
el estilo de vida, la dieta y el ejercicio, asi como en tratamientos especificos para la disfuncién
hepatica y sus factores de riesgo como la obesidad, hiperlipidemia y la diabetes (Rinella &
Sanyal, 2016).
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2.3.4. Proteinas BMP en la enfermedad hepética crénica

Como ya se ha mencionado previamente, uno de los eventos claves en el desarrollo de la
fibrosis es la activacion de HSC. Estas células activas son la principal fuente de produccién
de componentes ECM, ademas de contribuir al inicio del proceso inflamatorio, mediante la
secrecion de citoquinas proinflamatorias (Koyama & Brenner, 2017). Se sabe que la activacion
de las HSC puede ser inducida por diferentes citoquinas, asi como por las proteinas BMP o
TGFB que, mediante la activacion de la ruta de las Smad, inducen la expresion de genes pro

fibrogénicos como el del colageno (Shen et al., 2003; Zhang et al., 2016).

Varios articulos han descrito la implicacion de las proteinas BMP en el desarrollo de la fibrosis.
En este sentido, BMP2 y BMP4 fueron inicialmente descritos como inductores de la expresion
de aSMA y, por tanto, como desencadenantes de la transdiferenciacion de las HSC (Shen et
al., 2003). Posteriores modelos experimentales de fibrosis hepatica confirmaron el efecto de
BMP4, pero no de BMP2, en la activacion de las HSC (Fan et al., 2006); de hecho, un estudio
posterior describié el papel antifiborogénico que BMP2 podria desempefiar mediante la
regulacion de la sefalizacién de TGFB (Chung et al., 2018). Asimismo, en un modelo de NASH
se observd como la deplecion de BMP6 producia un aumento en la fibrosis hepética; por ello,
se ha propuesto el efecto antifibrogénico de la sefializacion de BMP6, ya que es capaz de
inhibir la activacion de HSC, asi como la expresion de genes proinflamatorios y
profibrogénicos (Arndt et al., 2015). En relacibn a BMP7, se han publicado resultados
contradictorios respecto al papel que podria desemperiar en el desarrollo de la fibrosis. Se ha
observado que la expresion hepéatica de esta proteina se encuentra inducida en ratas
sometidas a un modelo de colestasis (Zhang et al., 2012); asimismo, se ha observado que los
niveles circulantes de esta proteina se encuentran elevados en el suero de pacientes con
enfermedades hepaticas crénicas en paralelo al grado de fibrosis/cirrosis (Aktug Demir et al.,
2014; Chayanupatkul et al., 2009; Tacke et al., 2007; Zoheiry et al., 2015). En este sentido,
se ha descrito el efecto profibrogénico de BMP7 sobre HSC activadas, por su capacidad para
inducir la sintesis de proteina profibrogénicas tales como el colageno tipo | y la fibronectina
(Tacke et al., 2007). Por el contrario, algunos articulos han mostrado que BMP7 suprime el
desarrollo de fibrosis hepatica (Hao et al.,, 2012; Wang et al., 2014). Se ha observado en
modelos experimentales que BMP7 atenla la activacion de HSC, ya que actia como
antagonista del efecto de TGF y reduce la expresion de aSMA en HSC, interrumpiendo la
sintesis de componentes de la ECM y la proliferacién de hepatocitos inducida por este factor
(Kinoshita et al., 2007; Yang et al., 2012; Zhong et al., 2013). Por ultimo, se ha descrito que
BMP9 se encuentra inducido en modelos experimentales de fibrosis hepatica (Breitkopf-
Heinlein et al., 2017). En este sentido, BMP9 juega un papel profibrético ya que induce la

expresion de componentes de la ECM en HSC (Mufioz-Félix et al., 2016) y se ha observado
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que la inhibicién de su sefalizacién disminuye significativamente la produccién de fibras de
colageno y los niveles de aSMA en el higado (Addante et al., 2018; Breitkopf-Heinlein et al.,
2017).

En referencia a la NAFLD, el nimero de estudios centrados en el papel de las proteinas BMP
en esta enfermedad tan prevalente, no es elevado. En este sentido, se ha observado que la
expresion de algunas BMP, especificamente BMP6 y BMP8B, se encuentra aumentada en
higados tanto de ratones como de pacientes con NAFLD (Arndt et al., 2015; Vacca et al.,
2020). Estos estudios sugieren que las proteinas BMP podrian tener un papel en la
fisiopatologia de la NAFLD. De hecho, la deplecién de BMP6 produjo un aumento de la fibrosis
observada en el higado de ratones sometidos a un modelo de NASH (Arndt et al., 2015). Por
otro lado, la deplecion de BMP8B redujo la esteatosis inducida por acidos grasos, mientras
gue la administracion de BMP8B exdgeno indujo la acumulacién de lipidos en hepatocitos
(Mahli et al., 2019). La sobreexpresiéon de BMP8B en modelos de NAFLD ha sido observada
en un segundo estudio, en este caso, de manera dependiente a la gravedad de la enfermedad.
En este estudio se propone que la inhibicién de esta proteina podria prevenir la progresion de
la esteatohepatitis en la NAFLD, ya que se muestra la implicacion de BMP8B en la activaciéon
de HSC por lo que estaria involucrado en el desarrollo de fibrosis y de respuesta
proinflamatoria en la esteatohepatitis (Vacca et al., 2020). En un estudio reciente se desarroll6
un modelo murino de NAFLD donde se demostré que la expresion hepatica de BMP4 estaba
aumentada y que la administracion de BMP4 exdgeno inhibio la esteatosis hepatica y la
progresion de la NAFLD (Peng et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que la inhibicién
farmacolégica de la sefializacion de BMP mediada por ALK3 reduce la esteatosis en ratones
obsesos (Thayer et al., 2020). Por su parte, la sobreexpresion de BMP9 mostré un efecto
beneficioso en la esteatosis hepética en ratones alimentados con dieta alta en grasa mediante
la inhibicién de la lipogénesis de novo en hepatocitos, de manera que se reduce el contenido
de triglicéridos hepaticos (Wang et al., 2020; Yang et al., 2019). Por ultimo, la deficiencia de
BMP3B, también conocido como GDF10, produjo acumulacién hepatica de lipidos indicando
que esta BMP es un modulador esencial de la homeostasis de lipidos hepética (Platko et al.,
2019).

En cuanto al HCC, se ha observado un incremento en los niveles de expresiéon de BMP4, 6,
7,8,9,10, 11, 13y 15 en tejido hepético tumoral en comparacion con tejido normal (Li et al.,
2013; Maegdefrau & Bosserhoff, 2012). Ademas, la inhibicibn general de la ruta de
sefalizacién de estas proteinas mostré una disminucién en el comportamiento migratorio e
invasivo de las células tumorales (Maegdefrau & Bosserhoff, 2012). En este sentido, BMP9
ha sido propuesto como factor pro-tumoral, ya que es regulador del crecimiento de células
tumorales hepéticas, promoviendo su proliferacion y supervivencia, asi como la transicion
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epitelio mesénquima y por tanto la capacidad invasiva de estas células tumorales (Herrera et
al., 2013).

2.4. Proteinas BMP como biomarcadores

La busqueda de biomarcadores que permitan un diagnostico y prondstico temprano y no
invasivo de las enfermedades hepaticas estd siendo clave en el desarrollo de nuevas
herramientas diagnésticas, ya que, como se ha comentado, la biopsia hepatica, sigue siendo
la técnica de referencia. En el caso de procesos agudos, establecer un prondstico correcto es
critico a la hora de tomar decisiones como la necesidad o adecuacién de un trasplante
hepatico (McGill & Jaeschke, 2018). Por otro lado, las CLD suelen ser asintomaticas en sus
estadios iniciales y en muchos casos el diagnéstico se realiza en fases avanzadas de las
mismas, por lo que, un diagnéstico temprano es de gran importancia para prevenir la

progresion de la enfermedad a estadios mas avanzados (Lindenmeyer & McCullough, 2018).

Los biomarcadores, moléculas (péptidos, proteinas, fragmentos de material genético)
presentes en diferentes fluidos corporales (sangre, liquido cefalorraquideo, orina, lagrimas o
saliva) derivados de la afectacion tisular, pueden ser de utilidad para establecer la gravedad
y la evolucién de las lesiones en diferentes 6rganos y patologias. Sin embargo, su uso en la
determinacion del dafio hepatico es relativamente reciente, y todavia no hay constancia de su

uso para establecer el estadio de la lesién hepatica.

Dado que los niveles séricos de algunas proteinas BMP parecen estar regulados en ciertas
condiciones patolégicas, han sido propuestas como posibles marcadores para el diagndstico
no invasivo. En concordancia con esta hipétesis, se han asociado niveles elevados de algunas
de estas proteinas con diferentes enfermedades metabdlicas. Por ejemplo, BMP2 se ha
asociado a la enfermedad de las arterias coronarias en pacientes con diabetes tipo 2 (Zhang
et al., 2015). Ademas, se ha relacionado BMP4 con aterosclerosis en la car6tida de estos
pacientes (Son et al., 2011). Por el contrario, varios estudios han asociado BMP9 con el
metabolismo de glucidos y lipidos ya que se ha observado una disminucion en la
concentracion sérica de esta proteina en pacientes con caracteristicas tipicas de sindrome
metabdlico como resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 o hipertension arterial (Huang et al.,
2018; Luo etal., 2017; Xu et al., 2017). BMP9 también se ha asociado con otras enfermedades
como la hipertensién portopulmonar; en este caso, niveles bajos de esta proteina se considera

un potencial factor de riesgo (Nikolic et al., 2019).

En cuanto a las enfermedades hepaticas, ya se ha descrito previamente como la expresién

en el higado de varias de estas proteinas se ven moduladas en diferentes patologias
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hepaticas. Asimismo, su concentracion en suero también se ha visto modulada en algunas de
estas patologias; por ejemplo, se ha observado que una disminucion de los niveles circulantes
de BMP9 y BMP10 se asocia a mayor severidad de la enfermedad en pacientes con cirrosis
(Owen et al., 2020). Sin embargo, s6lo se ha propuesto a BMP7 como biomarcador de
enfermedad hepética. Por un lado, diferentes autores han descrito que los niveles de BMP7
circulante se encuentran aumentados en pacientes con enfermedades hepaticas crénicas de
etiologia virica (Aktug Demir et al., 2014; Zoheiry et al., 2015) o en pacientes con cirrosis
(Tacke et al., 2007). Por otro lado, los niveles séricos de esta proteina se encontraron

disminuidos en pacientes con cancer hepatico (Wang et al., 2018).
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Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) son factores de crecimiento solubles que ejercen
efectos pleiotropicos en varios tejidos regulando diferentes procesos fisioldgicos de la
homeostasis celular. Ademas, defectos en su expresién y sefalizacion se han asociado con
ciertas patologias y algunas de estas proteinas han sido propuestas como potenciales

biomarcadores de diferentes enfermedades.

Teniendo en cuenta que actualmente las herramientas diagndsticas y prondsticas, asi como
los enfoques terapéuticos de las patologias hepéticas, que cursen de manera aguda o crénica,
son limitados, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido dilucidar la implicacion de
las proteinas BMP en la fisiopatologia hepatica. Para ello, se han planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Evaluar los efectos derivados de la inhibicion de la sefalizacion de las proteinas BMP

en la progresion del fallo hepético agudo inducido por paracetamol.

2. Analizar el perfil de expresion tanto hepatica como circulante de la proteina BMP6 en
un modelo experimental de fallo hepatico agudo inducido por paracetamol y en
pacientes con sobredosis de APAP, y estudiar su contribuciébn en los procesos

moleculares involucrados en este tipo de dafio.

3. Caracterizar el perfil de expresion tanto hepéatica como circulante de diferentes
proteinas BMP (BMP2 y BMP8A) en modelos experimentales de enfermedades

hepaticas cronicas y en cohortes de pacientes con dichas patologias.

4. Evaluar el potencial de BMP2 y BMP8A como biomarcadores séricos de enfermedades
hepéaticas cronicas y desarrollar nuevos algoritmos para el diagndstico no invasivo de
dichas patologias.
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1. ESTUDIO CLINICO

1.1. Coleccién de muestras de pacientes con NAFLD

Para la realizaciobn de esta Tesis Doctoral se realizé un estudio observacional de corte
transversal donde se utilizaron muestras biolégicas (biopsia hepética y suero) pertenecientes
a la coleccion de muestras (numero de referencia C.0002717) cedidas amablemente por su
responsable, el Dr. Carmelo Garcia Monzén del Hospital Universitario Santa Cristina (Madrid,
Espafa); asimismo se utilizaron muestras bioldgicas procedentes de pacientes reclutados en
el Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Espafia). Este estudio se llevé a cabo de
acuerdo a la Declaracion de Helsinki, y a las leyes locales y nacionales. Las muestras se
obtuvieron tras la firma de un consentimiento informado especifico aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica institucional del Hospital Universitario Santa Cristina (referencia,
P1-688A) y del Hospital Universitario Virgen del Rocio (referencia, C.I. 0359-N-15). Estas
cohortes de pacientes con NAFLD han sido validadas y acreditadas (Ampuero et al., 2020;
Garcia-Monzon et al., 2015). Asimismo, se incluyeron sujetos con higado histol6gicamente
normal (HN), que acudieron al Hospital Universitario Santa Cristina para la realizacion de una
colecistectomia laparoscépica programada y accedieron, mediante la firma de un
consentimiento informado por escrito, a que se les practicara una biopsia hepéatica percutanea

durante la intervencion quirlrgica.

Criterios de inclusion:

- Edad entre 18 y 75 afios.

- Ausencia de un consumo significativo de alcohol (hombres < 20 gramos al dia y
mujeres < 10 gramos al dia), segun la evaluacion de un detallado interrogatorio a los
pacientes y familiares.

- Ausencia de tratamiento con farmacos potencialmente hepatotéxicos.

- Sin evidencia analitica de sobrecarga de hierro.

- Seronegativo para autoanticuerpos y para Hepatitis By C y VIH.

- Signos histologicos de esteatosis simple o esteatohepatitis segun criterios
internacionalmente aceptados (Kleiner et al., 2005). Se incluyeron también pacientes
con una biopsia hepéatica histolégicamente normal, los cuales se consideraron como
grupo control.

- Firma previa de un consentimiento informado por escrito aprobado por el comité ético

de investigacién clinica institucional.
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De todos ellos se registraron diferentes variables demograficas (edad, sexo y raza) y
antropomeétricas (talla, peso, indice de masa corporal, y perimetro de cintura y cadera); asi
como variables bioquimicas (glucosa, creatinina, insulina, colesterol (LDL, HDL y VLDL),

triglicéridos y enzimas hepaticas).

Ademads, se calcularon indices predictivos de diagnéstico no invasivo tales como APRI, a partir
de las transaminasas GPT y GOT y el recuento de plaquetas; y FIB4, que tienen en cuenta,
ademas de estas variables, la edad, como se ha descrito previamente (Lin et al., 2011;
McPherson et al., 2010; Sterling et al., 2006).

En el momento de la biopsia se recogieron muestras de sangre y el suero fue alicuotado y
correctamente almacenado en congeladores a -80°C. Los sueros de los pacientes junto con
las correspondientes biopsias hepaticas se utilizaron para determinar la concentracion

hepética y circulante de diferentes proteinas BMP.

1.2. Coleccion de muestras de pacientes con sobredosis de APAP

Se utilizaron muestras de suero humano amablemente cedidas por el Profesor James Dear
perteneciente al Queen’s Medical Research Institute (Universidad de Edimburgo, UK). En esta
cohorte se incluyeron 20 pacientes con sobredosis de APAP, de los cuales 10 desarrollaron
DILI con valores de GPT en suero superiores a 100 U/L (GPT 4787 + 2989) y 10 pacientes
gue no desarrollaron DILI, reflejado en valores normales de GPT en suero (GPT 18,70 £
10,58).

Los sueros de estos pacientes se utilizaron para cuantificar la concentracion circulante de
BMP6.

2. MODELOS ANIMALES

La experimentacion animal de esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo siguiendo la legislaciéon
espafiolay europea. Se utilizaron ratones machos C57BL/6J establecidos en las instalaciones
del animalario de la Universidad Autonoma de Madrid (UAM) o de la Universidad Complutense
de Madrid (UCM). Los ratones se mantuvieron a temperatura ambiente (22°C) y humedad
controlada, con ciclos de luz y oscuridad (12h luz/12h oscuridad). Fueron alimentados con

dieta normal (en inglés standard chow diet, CHD) ad libitum y tenian libre acceso a agua.
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En todos los modelos descritos a continuacién, se utilizaron entre 6 y 7 ratones por cada
condicién experimental. Una vez obtenidas las muestras de los diferentes modelos, una parte
del higado se fij6 con paraformaldehido al 4% (PFA 4%) para la realizacion de analisis
histoldgicos y el resto se congeld a -80°C para posteriores analisis. La sangre se recogi6é en
un tubo eppendorf con EDTA a 0,5 M pH8 para evitar la coagulacion. Posteriormente se
centrifugd durante 15 minutos a 10.000 rpm, se transfirio el suero a un nuevo tubo eppendorf

y se congel6 a -80°C.

2.1. Modelo experimental de fallo hepatico agudo inducido por paracetamol

Como se ha explicado en la introduccién, una de las principales causas de ALF es el DILI,
siendo el APAP uno de los farmacos que mas comunmente producen este tipo de dafo. La
finalidad de este ensayo in vivo es realizar un modelo murino de ALF mediante la

administracién de una dosis de APAP superior a la terapéutica.

Para la realizacién de este modelo, ratones machos de dos meses de edad sometidos a un
ayuno de 12h se pesaron para ajustar en cada caso la dosis de APAP que se debe administrar,
siendo esta de entre 300 y 500 mg/kg. Para la dosis de 300 mg/kg se llevé a cabo el protocolo
previamente descrito (Rada et al., 2018), el APAP (A7085 Merck Life Science, Darmstadt,
Alemania) se administré disuelto en suero fisiolégico estéril por via intraperitoneal (i.p.),
mientras que al grupo control se le administré Unicamente suero fisiolégico. Para facilitar la
disolucién, se calentd a 55°C y se agitd vigorosamente con vortex. En el caso de la dosis de
500 mg/kg se llevo a cabo el protocolo previamente descrito (Ye et al., 2022), puesto que se
trata de una dosis alta que dificulta la disolucién del farmaco en suero fisiolégico, el APAP se
disolvié primero en dimetilsulféxido (DMSO) (D2650, Merck Life Science) y a continuacion se
afiadi6 suero fisioldgico para obtener una concentracion final de 75 mg/ml con <1% de DMSO.
Para facilitar la disolucion, se calenté a 45°C durante 1 hora en agitacion. Una vez disuelto se
administro por via i.p. A los animales control se les administr0 una dosis equivalente de
DMSO. En ambos casos, se realiz6 un control visual periddico de los animales desde la
administracion del APAP hasta la finalizacion del ensayo, asi como un control de la
temperatura corporal para determinar la aparicién de hipotermia. Tras 2, 6 y 24 horas de la
administracién, los ratones fueron sacrificados junto a sus respectivos controles y se

recogieron la sangre y los higados para futuros analisis.
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2.1.1. Administracién del compuesto DMH2 en ratones sometidos a un modelo
experimental de ALF inducido por APAP

El compuesto DMH2 (5580, Tocris Bioscience, Minneapolis, USA), un inhibidor especifico de
receptores de BMP tipo | que presenta mayor afinidad por el receptor ALK3 (Ki=5,4 nM)
(Tsugawa et al., 2014), se administro a los ratones por via i.p. a una concentracion de 3 mg/kg
una hora después de la administracion del APAP. El compuesto se disolvio en DMSO a una
concentracion de 20 mM (9,1 mg/ml) y a continuacion se diluyé en PBS a una concentracion

de 0,3 mg/ml (DMSO 3,3%). Los animales control recibieron una dosis equivalente de DMSO.

2.2. Modelo experimental de fibrosis hepatica

Como se comenta en la introduccion, la fibrosis hepética avanzada es el principal factor de
riesgo asociada a la mortalidad y morbilidad en pacientes con CLD, por tanto, una correcta
evaluacion del grado de fibrosis en estos pacientes es esencial para establecer un correcto
prondstico de la enfermedad. Para poder estudiar los mecanismos moleculares implicados en
el establecimiento y la progresién de la fibrosis, se analizaron las muestras (higado y suero)
procedentes de modelos experimentales que reproducen la fibrosis hepatica in vivo,

realizados previamente en el laboratorio.

2.2.1. Modelo experimental de fibrosis hepatica por toxicidad con CCl4

El modelo de fibrosis hepatica derivada de la toxicidad por CCls es uno de los modelos
experimentales mas utilizados para estudiar este proceso patolégico (Ravichandra &
Schwabe, 2021). Para llevarlo a cabo, se administro a los ratones CCl4 (T-4009, Merck Life
Science) disuelto en aceite de oliva (1:4, 1,6 mg/kg) por via i.p. 2 veces por semana durante
6 semanas. A los animales control se les administré una cantidad equivalente del vehiculo.
Después de 6 semanas de tratamiento, los animales se sacrificaron junto a sus respectivos

controles y se recogieron la sangre y los higados para futuros analisis.
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2.2.2. Modelo experimental de fibrosis hepéatica derivada de enfermedad

colestasica

En el higado, la obstruccion experimental del sistema biliar (ligadura del ducto biliar, en inglés
bile duct ligation, BDL) inicia una compleja cascada de eventos fisiopatolégicos que conduce
a la colestasis e inflamacion y que terminara con el desarrollo de fibrosis hepatica que puede

detectarse a los 28 dias de la operacion.

Para ello, los ratones anestesiados se sometieron a BDL que consiste en el aislamiento del
ducto biliar, la doble ligacion del mismo con seda trenzada 4/0 y la seccion del ducto entre
ambas ligaduras, como se ha descrito previamente (Villar-Lorenzo et al., 2019). Por dltimo, se
realiza la sutura de la capa muscular y cutanea y se mantiene al animal a 37°C con el objetivo
de que se mantenga la temperatura corporal. Los animales control (Sham) se sometieron
igualmente a la operacién donde el ducto biliar fue expuesto, pero no ligado. Los animales se
sacrificaron 28 dias después de la operacion junto a sus respectivos controles y se recogieron

la sangre y los higados para futuros andlisis.

2.3. Modelo experimental de NAFLD

La NAFLD es la principal causa de CLD a nivel global, como se describe en la introduccion de
esta Tesis Doctoral. Para intentar reproducir esta enfermedad in vivo se llevé a cabo un

modelo murino de NAFLD inducida por dieta.

Para ello, se alimentd a ratones machos de dos meses de edad, con una dieta con alto
contenido en grasa (en inglés high fat diet, HFD) con un 45 0 60% de grasa (D12451y D12492,
respectivamente, Research Diets, Inc. New Brunswick, NJ, Estados Unidos) ad libitum durante
16 semanas. Los animales control fueron alimentados con la dieta estandar (en inglés chow
diet, CHD). Durante este periodo de tiempo los ratones se pesaron dos veces por semana
para calcular la variacion de peso de los mismos. Tras 16 semanas de dieta, los ratones fueron

sacrificados y se recogieron la sangre y los higados para futuros analisis.

3. ANALISIS HISTOLOGICO DEL TEJIDO HEPATICO

Las muestras de tejido se fijaron en PFA 4% durante 24 horas. Posteriormente se colocaron
en casetes de histologia correctamente identificados y se procesaron en un procesador de

tejidos que deshidrata el tejido y favorece la infiltracion de parafina, de este modo el tejido se
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endurece lo cual facilita el corte del mismo. A continuacion, los tejidos procesados se
incluyeron en bloques de parafina y se cortaron con un microtomo de rotacion en secciones
uniformes de aproximadamente 5 um. Los cortes realizados se sometieron a un proceso de
desparafinacién y rehidratacion, previo a cualquier protocolo de tincibn con medios acuosos
para permitir la correcta tincion del tejido. Para ello, los cortes se lavaron con xileno para
eliminar los restos de parafina y a continuacion se hidrataron mediante la exposicion a un
gradiente de alcoholes de mayor a menor concentracion que permite una hidratacion

progresiva de la muestra evitando asi la rotura del tejido por osmolaridad.

3.1. Tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E)

La tincién con Hematoxilina-Eosina (H&E) permite diferenciar las zonas &cidas y basicas de
la célula tinéndolas de distinto color. Para la realizacion de esta tincion, el tejido se puso en
contacto en primer lugar con la hematoxilina que es un colorante bésico (catidénico) capaz de
tefiir estructuras acidas en azul. A continuacion, el tejido se lavo con agua y fue transferido a
alcohol al 80% ya que la eosina tiene base alcohdlica. Este segundo colorante tiene la
capacidad de tefiir componentes basicos en rosa gracias a su naturaleza acida (aniénico). Las
tinciones con H&E se realizaron en el servicio de anatomia patolégica del Hospital

Universitario Santa Cristina con hematoxilina de Harris y eosina alcohdlica.

3.2. Tincion con Rojo Sirio

El rojo sirio es un colorante que tifie las fibras de colageno | y Il en rojo, mientras que el resto
de componentes se tifien de un color amarillo débil gracias al acido picrico. Pese a no ser una
tincién especifica de fibrosis, permite detectar las fibras de colageno depositadas como
consecuencia del proceso fibrogénico. Los cortes de tejido se tifleron con Hematoxilina
Weigert (se prepara con una soluciéon de Hematoxilina (H3136, Merck Life Science) en etanol
100% y una solucion de cloruro férrico (157740, Merck Life Science) en agua bidestilada y
HCI 10%). A continuacion, se lavaron con agua corriente durante 10 minutos y se realiz6 la
tinciébn con Rojo Sirio con el reactivo Direct Red 80 (365548, Merck Life Science) diluido en
una solucion acuosa de acido picrico 1,3% (p6744-1GA, Merck Life Science) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Por Ultimo, el tejido se lavé con agua acidificada (agua destilada con

acido acético al 5%).
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3.3. Ensayo de apoptosis TUNEL

Para detectar la muerte celular en el tejido hepético, se utiliz6 el ensayo TUNEL que tifie en
tono marrén las células con fragmentacién del ADN. Para ello, se utilizé el kit de deteccion
ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis (S7100, Merck Millipore, Inc., Massachusetts, Estados

Unidos) siguiendo las indicaciones del manual de instrucciones.

Una vez realizada cualquiera de las técnicas descritas anteriormente, los cortes histolégicos
fueron sometidos a un proceso de deshidratacion del tejido mediante la exposicion a un
gradiente de alcoholes, en este caso de menor a mayor concentracion, y posteriormente se
sumergieron en xileno. Finalmente se procedié al montaje de las muestras utilizando el medio

de montaje DPX (Eukitt Quick-hardening mounting médium, 03989 Merck Life Science).

3.4. Evaluacion histoldgica de las muestras hepaticas

Los cortes histolégicos sometidos a las tinciones H&E y Rojo Sirio fueron examinados en ciego
por un patélogo experto (Dr. Carmelo Garcia-Monz6n del Hospital Universitario Santa Cristina,
Madrid). En el caso de los animales sometidos al modelo murino de NAFLD, se determiné el
NAFLD activity score (NAS score) de las muestras tefiidas con H&E en funcién del grado de
esteatosis, la inflamacién lobular/lobulillar y la presencia o ausencia de degeneracion
hepatocitaria o ballooning (Kleiner et al., 2005). El grado de fibrosis se determiné a partir de
las muestras tefiidas con Rojo Sirio segun la presencia o ausencia de fibrosis perisinusoidal,
portal o periportal clasificandola en cuatro fases siendo la fase 0 (FO) ausencia de fibrosis y la
fase 4 (F4) cirrosis (Brunt et al., 1999).

Asimismo, se tomaron imagenes de los cortes hepaticos con un microscopio 6ptico Nikon
modelo Eclipse E400 equipado con objetivos plan acromaticos 10X, 20X y 40X (Nikon). Se
cuantifico el grado de fibrosis en los modelos animales de fibrosis hepatica utilizando la tincion
Rojo Sirio y en los modelos de dafio hepatico inducido por APAP se determiné el area de
necrosis y la fragmentacién de ADN en las tinciones H&E y TUNEL, respectivamente. Para
ello, se utiliz6 el software ImageJ (NIH) y se obtuvo el valor medio mediante la cuantificacion

de seis areas lobulares diferentes. Los datos se presentan como unidades arbitrarias (u.a.).
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS TRANSAMINASAS GPT
Y GOT

Las enzimas GPT y GOT se encuentran principalmente en higado y suero, y en situaciones
de dafio hepatocelular su nivel de concentracion se eleva, por lo que se suelen utilizar como

marcadores de dafio hepético.

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron los kits ALT Activity Assay y AST Activity Assay
(MAKO052 y MAKO055, Merck Life Science) que se basan en la determinacion de la actividad
de GPT y GOT respectivamente, mediante una reaccion colorimétrica. El ensayo se realizé
siguiendo el protocolo del kit. Las diluciones empleadas para medir la actividad de estas
enzimas en suero de ratén fueron: 1:4 en un volumen final de 20 yl para el ensayo de GPT y

1:5 en un volumen final de 50 pl para el ensayo de GOT.

5. CULTIVOS CELULARES

5.1. Mantenimiento de las lineas celulares

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se utilizaron las siguientes lineas celulares: la linea
de hepatocitos humanos derivada de hepatocarcinoma Huh7 (ATCC), la linea de hepatocitos
neonatales inmortalizados de raton WTiib (Pardo et al., 2015), la linea de HSC humanas LX2
gue fue generosamente proporcionada por el laboratorio de la Dra. Paloma Martinez-Sanz
(IIBm, CSIC) y la linea de macrdfagos humanos derivada de monaocitos de leucemia THP1

gue fue generosamente proporcionada por el laboratorio de la Dra. Elena Fernandez-Ruiz.

Las lineas celulares Huh7 y Wtiib se mantuvieron en medio de cultivo Dulbecco’s High
Glucose Modified Eagles Medium (DMEM) con alto contenido en glucosa (SH30022.01, Cytiva
HyClone, Estados Unidos) enriquecido con Hepes 0,02M (BE17-737E, Lonza), antibibtico
(Penicilina/Estreptomicina) 100 ug/ml (A2213, Merck Millipore) y suero fetal bovino (FBS)
(SV30106.03 Cytiva HyClone) inactivado por calor al 10%. La linea celular LX2 se mantuvo
en medio de cultivo preparado con un 50% de DMEM con alto contenido en glucosa y un 50%
de DMEM sin glutamina (10938-025, Gibco), suplementado con Hepes 0,02M, antibiético 100
pug/ml y FBS al 2%. Por ultimo, la linea THP1 se mantuvo en medio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute 1640, RPMI 1640, Gibco) suplementado con antibiético 100 yg/mly FBS al
10%.

84



Materiales y Métodos

Estos cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, 5% CO.y humedad relativa del 95%. Una vez
alcanzada la confluencia adecuada de células, se realiz6 la division en diferentes placas en
ratios 1:3 a 1:6 mediante tripsinizacion, aplicando tripsina-EDTA 0,05% (25300-062, Gibco) a
las placas previamente lavadas con PBS y recogiendo las células en DMEM suplementado

con FBS al 10%; con excepcion de la linea THP1 que se mantuvo en suspension.

Para la realizacion de ensayos in vitro las células se sembraron en placas multi pocillo
(Corning Incorporated, Kennebunk, Estados Unidos) de diferentes tamafios. Se realiz6 el
recuento de células en una Camara de Neubauer y se sembré el nimero adecuado de células

en funcién del tamafio de pocillo.

5.2. Procedimientos experimentales con las lineas celulares

5.2.1. Silenciamiento génico de ALK2 y ALK3 en la linea celular Huh7 mediante

infeccién lentiviral

Se generaron lineas estables en las que se silencid la expresion de los genes ALK2 o ALK3
a partir de la linea celular Huh7. Para ello, se utilizaron vectores lentivirales ShRNA (shALK2
o shALK3) dirigidos frente a 5 secuencias diana diferentes de cada gen (SHALK3-
NM_004329.2, SHALK2-NM_001105.2 MISSION® shRNA Plasmid DNA, Merck Life
Science), obteniendo 10 lineas celulares entre las que se podia asegurar el mayor grado de
silenciamiento de ALK2 o ALK3. Ademas, los vectores lentivirales portaron el gen de
resistencia a la puromicina necesario para seleccionar las células infectadas. Para las células
control (shControl) se emple6 el vector lentiviral (MISSION® pLKO.1-puro Empty Vector
Control Plasmid DNA, Merck Life Sciene) que de igual manera portaba el gen de resistencia

a puromicina.

Para la generacion de las particulas lentivirales, se transfectd la linea celular HEK-293T
sembradas al 50% de confluencia en una placa de 6 pocillos. La transfeccién se realizé con
0,9 ug de cada vector lentiviral y 0,57 ug de cada uno de los vectores de empaquetamiento:
pCMV8.9 y pMD2.G, junto con el agente de transfeccion XtremeGene (06366236001, Roche
Diagnostics Inc. Mannheim, Alemania) a una proporcién de 3 volimenes de XtremeGene por
Mg de ADN y se completé con DMEM sin suero hasta un volumen final de 1,5 ml. Tras 16
horas, se recogié el sobrenadante de las células HEK-293T que contenia las particulas
lentivirales, filtrdndolo dos veces con filtros de 0,45 ym y se transfirié en una dilucion 1:10 en
DMEM suplementado al 10% de FBS y 6 ug/ml de polibreno (Polybrene®, sc-134220 Santa
Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Alemania) sobre las células Huh7 sembradas en placa

de 60 mm de diametro a una confluencia del 60%. El polibreno facilita la infeccion de las
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células Huh7 por las particulas lentivirales, ya que actda neutralizando la repulsiéon de carga
entre los viriones y la superficie celular. Este procedimiento se repitid6 durante 3 dias
consecutivos. Tras la ultima infeccion, las células Huh7 infectadas se seleccionaron con
puromicina (Santa Cruz Biotechnology Inc.) utilizando para ello dosis de 2-10 ug/ml.
Finalmente, cuando no se observd muerte celular y se alcanzé la confluencia, las células
infectadas se amplificaron a placas de mayor tamafio y se procedié a su utilizacién en
diferentes ensayos o bien a su almacenamiento mediante crioconservacion. Para conocer la
eficiencia del silenciamiento se realiz6 un analisis de los niveles de ARNm de ALK2 y ALK3
mediante RT-qPCR.

5.2.2. Sobreexpresién de ALK2 en la linea celular Huh7 mediante infeccién

lentiviral

A partir de la linea celular Huh7, se gener6 una linea estable que sobreexpresa el gen ALK2.
Para ello se siguio el protocolo de infeccidon con lentivirus descrito anteriormente utilizando el
vector lentiviral ALK2 (LV ALK2) (112920610395 ACVR1 (ALK2) Lentiviral Vector Human
CMV, Applied Biological Materials Inc. Richmond, BC, Canada) y su correspondiente control
(LV Control) (LV590 pLenti-CMV-GFP-2A-Puro-Blank Vector, Applied Biological Materials
Inc.). Para la transfeccién se utilizaron 0,33 ug del vector lentiviral ALK2 o Control junto con
los vectores de empaquetamiento: PLP1 (0,13 ug), PLP2 (0,09 pg) y GVSG (0,11 ug). Se
sigui6 el protocolo de infeccidn descrito anteriormente. La eficacia de la infeccion se cuantifico
midiendo los niveles de ARNm de ALK2 mediante RT-gPCR.

5.2.3. Silenciamiento transitorio de BMP6 en la linea celular Huh7

La linea celular Huh7 se transfecté con un ARN de interferencia (siRNA) para el gen BMP6
(siBMP6) o su control (siControl) (SIGENOME SMARTpool Human BMP6 M021475-03-0005,
SIGENOME™ Control Pool Non-Targeting #1 D-001206-13-20, Dharmacon™ Inc. Colorado,
USA). Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos a una confluencia del 60% en el
momento de la transfeccion. Los siRNA se utilizaron a una concentracion final de 10 nM junto
con el agente de transfeccion DharmaFECT 1 (T-2001-03 Dharmacon™ Inc.) a una dilucién
1:1000. La mezcla de siRNA y DharmaFECT 1 se prepar6 en medio sin suero ni antibiético,
posteriormente la transfeccién se realiz6 en medio suplementado al 10% de FBS sin
antibidtico durante 36 horas. La eficacia de la transfeccion se cuantifico midiendo el nivel de
ARNmM de BMP6.
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5.2.4. Protocolo de muerte celular con APAP

Las células WTiib y Huh7, asi como las lineas generadas a partir de ella se estimularon con
APAP (A7085 Merck Life Science) a concentraciones de 1 mMy 5 mM o 10 mM y 20 mM,
respectivamente, a diferentes tiempos. EI APAP se resuspendi6é en etanol para obtener un
stock 1 M, a partir del cual se hicieron las diluciones convenientes en medio DMEM sin suero
para obtener las concentraciones finales indicadas. Las células control se indujeron con etanol
diluido en DMEM sin suero. Finalmente, se retiré el medio, las placas se lavaron con PBS 1X

y se realizaron andlisis posteriores descritos mas adelante.

5.2.5. Tratamiento con inhibidores farmacol6gicos de los receptores de BMP

tipo |

Para la realizacion de determinados ensayos in vitro el protocolo de muerte celular con APAP
se llevd a cabo en presencia de inhibidores farmacol6gicos de los receptores de BMP tipo |
ALK2 y ALK3. Se utilizaron los inhibidores farmacol6gicos LDN-193189, DMH2 y ML347
(SML-0559, Merck Life Science; 5580 y 4945, Tocris Bioscience, respectivamente). La
afinidad de cada inhibidor por los receptores, la concentracién de trabajo, asi como el vehiculo
utilizado en cada caso estan recogidos en la Tabla 1 (Tsugawa et al., 2014). Para la realizacién
del ensayo, se realizd un pre o post tratamiento de 1 hora y la estimulacién con APAP, como

se ha indicado anteriormente, en DMEM sin suero.

Tabla 1. Inhibidores farmacoldgicos de los receptores de BMP tipo | ALK2 y ALK3.

Ki ALK2 (nM) Ki ALK3 (nM) Concentracién Vehiculo

LDN-193189 5 30 500 nM -
DMH2 43 5.4 10 uM DMSO
ML347 32 >200 veces 150 nM DMSO

5.2.6. Activacion de macréfagos y tratamiento con la proteina recombinante
BMP6

Para el tratamiento con BMP®6, la linea THP1 se sometié a una deprivacion de suero de 3

horas antes de la estimulacion con 10 o 100 ng/ml de la proteina recombinante humana de
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BMP6 (507-BP/CF, R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA) durante 24 horas. Asimismo, como

control positivo esta linea se trat6 con LPS 1 ug/ml en las mismas condiciones.

5.2.7. Activacion de células estrelladas hepaticas y tratamiento de células Huh7
con TGFR

Por otro lado, para conseguir la activacion de las HSC, se retir6 el suero de la linea LX2
durante 2 horas y posteriormente se estimulé con TGFB a 10 ng/ml durante 24 horas.

Asimismo, la linea Huh7 se estimulé con TGFB a 10 ng/ml durante 24 horas.

5.2.8. Protocolo esteatogénico con acidos grasos

Para inducir la acumulacion de grasa en los hepatocitos, la linea celular Huh7 se estimul6 con
acido palmitico a 750 uM (AP750) durante 24 horas. El &cido palmitico se diluyé6 en DMEM
sin suero y suplementado al 1% de BSA (albumina sérica bobina) libre de acidos grasos
(10735086001 Roche Diagnostics), que actia como transportador de los 4cidos grasos, hasta
obtener la concentracion adecuada. Las células utilizadas como control se trataron con
isopropanol, el vehiculo en el que se disuelve el AP (concentracion stock 80 mM), en DMEM

sin suero al 1% de BSA.

5.3. Andlisis de hepatotoxicidad

5.3.1. Tinci6én con DAPI

El marcador fluorescente 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) es un agente que se une al
ADN bicatenario permitiendo la tinciéon de ndcleos celulares. Mediante esta técnica es posible

la determinacion de la presencia de nucleos apoptéticos.

Los hepatocitos se sembraron en cubreobjetos de 12 mm y se trataron con APAP como se ha
descrito anteriormente. Tras el tratamiento, se retird el medio de cultivo, se realizaron lavados
con PBSYy las células se permeabilizaron y fijaron con metanol durante 10 minutos. Se utilizé
la sonda DAPI (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Estados Unidos) en proporcion
1:1000 durante 5 minutos y finalmente se realizé el montaje sobre un portaobjetos utilizando
el medio de montaje Fluoromont G® (BioNova cientifica, Madrid, Espafia). Se tomaron
imagenes representativas utilizando el microscopio 6ptico Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokio,

Japoén) equipado con el objetivo plan acromético 40X (Nikon). La presencia de nucleos
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apoptéticos, facilmente identificables por ser mas brillantes y de menor tamafio, se determiné

utilizando el software ImageJ.

5.3.2. Medida de la viabilidad celular por cristal violeta

Cuando se produce la muerte de células en cultivo, estas pierden la capacidad de adherirse
a la placa. La tincidn por cristal violeta es una manera indirecta de medir la muerte celular, ya
que las células tefidas que se detectan mediante andlisis colorimétrico son aquellas que

permanecen adheridas a la placa, es decir, las células vivas.

Para ello, se cubrieron los pocillos con cristal violeta 0,2% diluido en etanol al 2% durante 30
minutos. A continuacién, se retird el colorante y se realizaron lavados sucesivos con agua
destilada hasta eliminar el exceso de cristal violeta y se dejo secar la placa. Una vez seca, se
afiadi6 a la placa sodio dodecilsulfato (SDS) al 1%, que lisa las células liberando el colorante,
el cual se resuspendi6é con una pipeta para eliminar posibles aglomeraciones. En una placa
de 96 pocillos de fondo plano se afiadieron 50 uL de lisado celular por duplicado y se diluyeron
con agua destilada (dilucion 1:4). Por dltimo, se midi6 la densidad Optica en el
espectrofotémetro Spectra MR (29010, Dynex Technologies, Chantilly, VA, EEUU) a 560 nm.

5.3.3. Ensayo de citotoxicidad por liberacién de LDH

Para cuantificar la necrosis se midi6 la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) presente
en el medio de cultivo celular. Este ensayo tiene su fundamento en que cuando se produce la
muerte celular por necrosis, se libera LDH al medio de cultivo por lo que a mayor muerte
celular mayor liberacién de LDH. El ensayo se realizé con el kit Cytotoxicity Detection KitP-Vs
LDH (0474492600, Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, tras el tratamiento correspondiente, se recogioé el sobrenadante celular y se
transfiri6 a una placa de 96 pocillos, a continuacién, se afiadié la mezcla de reaccién y se
mantuvo en oscuridad a 37°C durante 20 minutos. Finalmente, se paré la reaccién y se midio
la absorbancia (A) a 450 nm. El porcentaje de citotoxicidad se calcul6 como porcentaje de
citotoxicidad (%) = ((A muestra — A Control) / (A Control positivo — A Control)) x 100; siendo el
100% (Control positivo) la actividad de LDH obtenida al lisar completamente las células con
Tritén X-100.
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5.4. Cuantificacion de estrés oxidativo mediante fluorescencia en placa

Para medir el estrés oxidativo producido en las células, se utilizé dihidroetidio (DHE, 2140299,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.) como sonda fluorescente para detectar la produccion
de superoxido intracelular. Para ello, las células se sembraron en placas de 96 pocillos negra
que presentan fluorescencia de fondo minima, a una densidad de 2x10* células/pocillo. A
continuacion, se afiadié la sonda DHE a 10 yM en medio HBSS suplementado con glucosa
(4,5 g/L) y glutamina (4 mM). Aproximadamente 30 minutos después de afiadir la sonda se
afiadié a los pocillos APAP a 20 mM o su vehiculo y se midi6 la produccién de ROS en un
lector de placas de fluorescencia (CLARIOstar™s BMG Labtech, Alemania) durante 2 horas
utilizando los pares de filtros 488/550-580 (excitacion/emision). Para normalizar el nimero de
células se utilizé tincion con DAPI (358/455-465). Cada condicion se replicé por triplicado y se
utilizé Antimicina A (10 uM) como control positivo, un antibiético que inhibe el complejo Ill

mitocondrial lo cual genera la produccion de ROS.

5.5. Deteccidn del contenido lipidico intracelular mediante tincién con Oil Red O
ORO

Para la deteccion del contenido lipidico intracelular, las células se sembraron en un
cubreobjetos de 12 mm y se trataron con &cido palmitico como se describe anteriormente. A
continuacion, las células se lavaron con PBS y se tifieron con Oil Red O (ORO, Merk Millipore)
a una concentracion del 60% en isopropanol y se contratifieron con Hematoxilina. Una vez
realizada la tincion, se tomaron imagenes utilizando un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E400
(Nikon, Tokio, Jap6n) con un objetivo plan acromatico 20x (Nikon). Finalmente, la presencia

de lipidos se cuantificé utilizando el software ImageJ.

6. ANALISIS DE PROTEINAS

6.1. Andlisis de la expresién de proteinas mediante inmunohistoguimica

Una vez realizado el proceso de desparafinar y rehidratar, el tejido se pretratd utilizando el
método de desenmascaramiento de antigeno por calor (HIER). Para ello, se sumergieron las
muestras en citrato sédico 10 mM pH 6 y se calentd en bafio Maria durante 15 o 20 minutos.
El tejido se permeabilizé con Tritdbn-100 al 1% en tampon fosfato (PBS) durante 5 minutos y

se bloqued la peroxidasa enddgena con peréxido de hidrégeno al 3% en metanol durante 15
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minutos y posteriormente con suero de cabra al 10% en PBS-T (0,1% Triton X-100 en PBS)
al 5% de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se incubé el tejido con el
anticuerpo primario anti-BMP6 diluido 1:100 o anti-4HNE 1:50 (ab155963 y ab46545,
respectivamente, Abcam plc, Cambridge, UK) en PBS-T al 1% de BSA durante toda la noche
en camara humeda para evitar su evaporacion. Pasado este tiempo, las muestras se
incubaron con el anticuerpo secundario: anticuerpo de cabra dirigido contra las
inmunoglobulinas de raton y conjugado con peroxidasa de rabano (PI-1000-1, Vector
Laboratories, Inc. Newark, CA, Estados Unidos) diluido 1:200 en PBS durante una hora a
temperatura ambiente y en cdmara hiumeda. Para amplificar la sefial se aplicé el kit ABC
durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y posteriormente se incubé con el
sistema de deteccion DAB (EnVision ™ Flex Mini Kit, High pH (Link) (Agilent, Santa Clara,
CA, USA) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el tejido se contratiid con

Hematoxilina de Harris, se deshidraté y se mont6 con un cubreobjetos.

Para el andlisis histologico, se tomaron imagenes de los cortes hepaticos con un microscopio
optico Nikon modelo Eclipse E400 equipado con objetivos plan acromaticos 10X, 20X y 40X
(Nikon). Se midi6 la intensidad de la tincién utilizando el software ImageJ (NIH) y se obtuvo el
valor medio mediante la cuantificacion de seis areas diferentes. Los datos se presentan como

unidades arbitrarias (u.a.).

6.2. Inmunodeteccidn de proteinas mediante ELISA

La deteccion de proteinas BMP en muestras de suero procedentes de pacientes y animales,
asi como en el sobrenadante de cultivos celulares se realizé mediante inmunoensayo
cuantitativo de tipo ELISA sandwich. Para ello, las muestras de suero o sobrenadante celular
convenientemente almacenadas a -80°C se descongelaron en hielo y se centrifugaron a 5000
rpm durante 5 minutos. Los kits utilizados para este proposito fueron: mouse BMP6 ELISA kit
(CSB-E09279m, Cusabio Technology LLC, Hubei, China) y mouse BMP8A ELISA kit
(MBS7205421, MyBioSource Inc., San Diego, CA, USA) para muestras de suero de ratén y
human BMP6 ELISA kit (CSB-E09277h), human BMP2 ELISA kit (CSB-E04507h) y human
BMP8A ELISA kit (CSB-EL002745HU, Cusabio Technology LLC) para muestras de suero de
pacientes y muestras de sobrenadante celular. El ensayo se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente se midi6 la sefal colorimétrica a 450nm con

correccion a 540nm.

6.3. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western-Blot
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6.3.1. Obtencidn de extractos de proteinas de sobrenadante celular

Una vez realizado el ensayo correspondiente, se recogio el sobrenadante de las células y se
centrifugd a 4600 rpm durante 5 minutos para eliminar las células muertas en suspension.
Después, se afiadié acido tricloroacético (TCA; 0,85 g/ml) en proporciéon 1:2 respecto al
volumen de muestra y se incubé a 4°C durante 3-4 horas. Pasado este tiempo se centrifugo
a 13000 rpm durante 5 minutos y se realizaron 2 lavados del precipitado con acetona fria,
centrifugando entre cada lavado. El pellet se sec6 a 95°C durante 5 minutos para eliminar los
posibles restos de acetona y se resuspendié en el tampdn de carga (Laemmli Buffer: 100 mM
Tris pH 7,6, 10% (v/v) Glicerol, 6% (p/v) SDS, 0,2% (p/v) Azul de bromofenol, 2 mM
mercaptoetanol).

6.3.2. Obtencidn de extractos de proteinas totales de células

Una vez finalizado el ensayo, se realizaron dos lavados de los pocillos con PBS y con ayuda
de un rascador se lisaron con tampon de lisis de células (RIPA: 5 mM EDTA, 50 mM NacCl,
120 mM Pirofosfato sddico, 50 mM NaF, 100 uM NasVOa, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF). Este
proceso se realiz6 en hielo para evitar la degradacién de las proteinas. El lisado celular se
agité con vortex y se incub6 en hielo entre 10-30 minutos. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante en un nuevo

tubo para la cuantificacion del extracto de proteinas.

6.3.3. Cuantificaciéon de proteinas

Para cuantificar los extractos de proteinas se utilizé el método de Bradford que permite,
mediante una medida colorimétrica, interpolar la absorbancia a 595 nm de las muestras a una
curva patrén de BSA de concentraciones conocidas. Una vez conocidos los ug de proteina de
cada muestra se igualaron de manera que todas las muestras tuvieran la misma cantidad de
proteina (entre 20 y 30 pug) completando con tampén RIPA hasta un volumen final establecido

y se afadio el tampdn de carga.

6.3.4. Electroforesis, transferencia himeda e inmunodeteccion de proteinas

Las muestras se hirvieron a 95°C durante 10 minutos antes de cargarlas en geles de

poliacrilamida-SDS al 10 o 15%. Durante la electroforesis, puesto que todas las proteinas
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estan cargadas negativamente de manera homogénea gracias a la accion del SDS, se
produce la separacion de las mismas en funcion de su tamafio Unicamente. Las condiciones
de la electroforesis fueron voltaje constante de 120 voltios durante 1,5 o 2 horas en presencia
de tampén de electroforesis (25 mM Tris pH 8,3, 250 mM Glicina, 0,1% (p/v) SDS).
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pym
en presencia de tampon de transferencia (66 mM pH 8,3, 383 mM Glicina, 20% Metanol,
0,038% SDS) mediante el paso de corriente eléctrica constante de 0,12 amperios durante 2

horas.

Para eliminar las uniones inespecificas del anticuerpo en la membrana, esta se sometio a un
blogueo en solucion de bloqueo: leche en polvo desnatada al 5% o BSA al 3% en TBS-T (10
mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20, pH 75) durante al menos 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacién suave. A continuacion, la membrana se incub6 con el anticuerpo
primario correspondiente diluido 1:1000 en TBS-T al 1% de BSA, a 4°C durante 16 horas.
Pasado este tiempo las membranas se lavaron con TBS-T para eliminar el exceso de
anticuerpo primario y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido 1:5000 en TBS-T,;
anticuerpo de cabra dirigido contra las inmunoglobulinas de la especie correspondiente:
conejo o ratén y conjugado con peroxidasa de rdbano (Santa Cruz Biotechnology Inc.) durante
1 hora a temperatura ambiente. Por Ultimo, se realizaron lavados de TBS-T para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario y un lavado final con TBS para eliminar los restos de Tween-
20.

La deteccién de los anticuerpos unidos se realizé mediante quimioluminiscencia aplicando
sobre la membrana el reactivo ECL (170-5061 Bio-Rad Laboratories Inc. California, Estados
Unidos) y se tomaron imagenes a diferentes tiempos de exposicion con el visualizador
bioluminiscente ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare Life Sciences). Para el andlisis
por densitometria de la expresién de proteinas se utilizé el software ImageJ; los anticuerpos
contra Tubulina y PI3K (P85a) se utilizaron como control de carga junto con la tinciéon con

Ponceau.
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Tabla 2. Lista de anticuerpos usados para Western blot.

Anticuerpo Referencia Casa comercial
p-Smad1/5/8 #9511 Cell Signalling Technology
Caspasa 3 activa #9661 Cell Signalling Technology
pJINK #4668 Cell Signalling Technology
pP38 #9211 Cell Signalling Technology
BMP6 ab155963 Abcam
aSMA A-2547 Merck Life Science
COL1A1 SC-8784 Santa Cruz Biotechnology
BMPS8A ab154373 Abcam
P85a 06-195 Merck Life Science
Tubulina sc-166729 Santa Cruz Biotechnology

7. ANALISIS DE ARN

La extraccion de ARN se llevd a cabo con el reactivo TRIzol Reagent® (TRI REAGENT™ TR
118, Vitro S.A. Madrid, Espafia), una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina que permite el aislamiento de ARN manteniendo su integridad gracias a su alta
efectividad inhibiendo la actividad de ARNasas al mismo tiempo que altera la estabilidad de
las células y disuelve componentes celulares en el proceso de homogenizacion de la muestra.
El lisado celular o fragmento de tejido (20 mg aproximadamente) se homogenizé en este
reactivd y a continuacién se afadié cloroformo de manera que se obtuvo una fase organica
gue contiene ADN y proteinas y una fase acuosa que contiene el ARN. Esta fase acuosa se
recogié en un nuevo tubo y se afiadio isopropanol que permite la precipitacion del ARN. A
continuacion, el pellet de ARN se lavé con etanol y una vez seco se resuspendié en agua libre
de ADNasa/ARNasa en el volumen mas adecuado en funcién del tipo de muestra.

Posteriormente, se determind la concentracion y pureza del ARN extraido mediante una
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lectura espectofotométrica triple con el Nanodrop (Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific)
a 230 nm, 260 nmy 280 nm.

Seguidamente, se realizd la transcripcién reversa seguida de PCR (en inglés Reverse
Transcription — Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) de 1 pg de ARN extraido. En este
proceso, el ARN se retrotranscribe gracias a la accién de la enzima transcriptasa reversa que
sintetiza ADN complementario (ADNCc) a partir de ARN y a continuacion, el ADNc obtenido se
amplifica mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se utiliz6 el kit
ImProm-1I™ Reverse transcription (M314C), junto con dNTPs (C1145) e inhibidor de ARNasa
ARNsin (N261B, Promega Biotech Ibérica S.L. Madrid, Espafia).

Por altimo, se llevo a cabo el analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).
Para ello, se utilizo el kit GoTag® qPCR Master Mix (A6002, Promega Biotech Ibérica S.L.),
en el termociclador QuantStudio5 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Se utilizaron
los oligonucledtidos especificos para cada gen descritos en la Tabla 3. La cuantificacion de la
expresion se realizé utilizando el método AACt y se normalizaron los valores obtenidos a los

del gen enddgeno 36B4, gen que codifica la fosfoproteina ribosomal acida PO (RPLPO).

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos para RT-qPCR.

Gen Sentido (5’-3’) Antisentido (5’-3’)
m-Hmox1 CACAGATGGCGTCACTTCGTC GTGAGGACCCACTGGAGGAG
m-Bmp6 TCCCCACATCAACGACACCA TCCCCACCACACAGTCCTTG
m-Bmp2 TGGAAGTGGCCCATTTAGAG TGACGCTTTTCTCGTTTGTG
m-Collal TAGGCCATTGTGTATGCAGC ACATGTTCAGCTTTGTGGACC
m-Acta2 CCCAGACATCAGGGAGTAATGG TCTATCGGATACTTCAGCGTCA
m-Serpinl ATGACTGGGTGGAAAGGCATAC CAGGCGTGTCAGCTCGTCTA
m-Bmp8a AACCATGCCATCTTGCAGTCT CAGAGGTGGCACTCAGTTTGG
m-36b4 AGATGCAGCAGATCCGCAT GTTCTTGCCATCAGCACC
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Gen Sentido (5’-3’) Antisentido (5’-3’)

h-ALK2 ATGGTTCTCAGACCCGACATTAA TGAGTCTTGCGGATGGATTTT
h-ALK3 CTGGTTTCGAGAAACAGAAATCTAC CAGTAATCAAATAGAGCTGAGTCCAG
h-HAMP TGTTTTCCCACAACAGACGGG CGCAGCAGAAAATGCAGATGG
h-ID1 ACGAGCAGCAGGTAAACGTG GAAGGTCCCTGATGTAGTCGAT
h-HMOX1 TGCTCAACATCCAGCTCTTTGA GCAGAATCTTGCACTTTGTTGCT
h-BMP6 GGAAGCATGAGCTGTATGTGAGTTT AGTAATTGGCAGCATAGCATAGCCCTTG
h-IL-4 CCGTAACAGACATCTTTGCTGCC GAGTGTCCTTCTCATGGTGGCT
h-1L-13 ACGGTCATTGCTCTCACTTGCC CTGTCAGGTTGATGCTCCATACC
h-ARG1 TCATCTGGGTGGATGCTCACAC GAGAATCCTGGCACATCGGGAA
h-MRC1 AGCCAACACCAGCTCCTCAAGA CAAAACGCTCGCGCATGTCCA
h-IL-18 TGAGCACCTTCTTTCCCTTCA ATCGTGCACATAAGCCTCGTT
h-IL-6 CCTGACCCAACCACAAATGC CCTTAAAGCTGCGCAGAATGA
h-TNFa TCGAACCCCGAGTGACAAG TTGGCCAGGAGGGCATT
h-BMP2 CAACACTGTCGCAGCTTC GAAGAATCTCCGGGTTGTTTTC
h-CD36 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC
h-COL1A1l ACTGGTGAGACCTGCGTGTA GAATCCATCGGTCATGCTCT
h-ACTA2 CTATGCCTCTGGACGCACAA CAGATCCAGACGCATGATGG
h-TGFB1 AGGACTGCGGATCTCTGTGT GGGCAAAGGAATAGTGCAGA
h-BMP8A CACCCTTCTCATCTGGATCG CAGGAAGTAGGCACCGAGAG
h-36B4 CAGGCGTCCTCGTGGAAGTGAC CCAGGTCGCCCTGTCTTCCCT
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Se aplico el test Kolmogorov-Smirnov para evaluar el ajuste de las variables a una distribucion
normal. Las variables cualitativas se presentaron como frecuencias relativas, mientras que las
variables cuantitativas se expresaron como media y dispersién: desviacion estandar (en inglés
standard deviation, SD) para datos procedentes de pacientes o error estandar de la media (en
inglés standard error of the mean, SEM) para datos experimentales. Las diferencias
significativas entre grupos se determinaron mediante el test t de Student para variables que
seguian una distribucion normal y Mann-Whitney U para variables continuas con una
distribucion no paramétrica. Para el desarrollo de algoritmos predictivos, se realizaron andlisis
de regresion logistica binaria y multinomial con variables significativas en el analisis
univariante y variables clinicamente relevantes. En los modelos de regresion multivariante se
utilizé el método de regresion paso a paso y los parametros se seleccionaron mediante la
prueba de razon de verosimilitud. Se utilizé el procedimiento Box-Tidwell para evaluar la
linearidad del logit y se realizaron las transformaciones de variables apropiadas. La bondad
de ajuste del modelo se evalud utilizando la estadistica Hosmer-Lemeshow y el test Chi-
cuadrado de Pearson. Con el fin de evaluar la precision diagndstica de los diferentes modelos
de regresion elaborados, se realizaron curvas ROC (del inglés receiver operating
characteristics) y area bajo la curva ROC (AUROC). Todos los analisis estadisticos se llevaron
a cabo con el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EEUU)
y el software IBM SPSS Statistics 24.0 (SPSS Inc., IBM, Armonk, NY). Se consideré6 como

estadisticamente significativo un p valor <0,05.
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CAPITULO |

ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE LOS RECEPTORES BMP TIPO | ALK2 Y
ALK3 EN EL FALLO HEPATICO AGUDO INDUCIDO POR PARACETAMOL

Las proteinas BMP se han asociado con la sobrecarga hepatica de hierro, ya que modulan la
expresion de la hepcidina, un regulador clave de la homeostasis del hierro (Canali et al., 2017;
Meynard et al., 2009). En este sentido, se ha observado una disminucion de la sintesis de
hepcidina debida a la inhibicion de la sefializacion de BMP en situaciones de hipoxia o estrés
oxidativo como sucede en el DILI por APAP (Chaston et al., 2011; van Swelm et al., 2012);
por el contrario, un estudio reciente ha sefialado que la ruta de sefializacion de BMP se activa
tras el dafio hepatico inducido por APAP (Stavropoulos et al., 2022). Por lo tanto, no queda

claro el papel que tiene la sefalizacion de estas proteinas en el ALF inducido por APAP.

El objetivo de este estudio fue determinar la implicacién de la sefalizacion de BMP,
particularmente de los receptores de BMP tipo | ALK2 y ALK3, en el dafio hepatico inducido
por APAP, mediante el estudio de los efectos derivados de su inhibicién y evaluar si podrian

ser una diana farmacoldgica para el tratamiento de ALF causado por APAP.

1. Evaluacién de los efectos del silenciamiento génico de los receptores ALK2 y
ALK3 frente a la toxicidad inducida por APAP

1.1. Silenciamiento génico de los receptores BMP tipo | ALK2 y ALK3

Para explorar el papel de la sefializacion de las proteinas BMP en ALF inducido por APAP, se
llevé a cabo un silenciamiento génico de los receptores de BMP tipo | ALK2 y ALK3 en las
células Huh7. Con este propdsito, se realizé una infeccidn estable con particulas lentivirales
control (shControl) o con particulas lentivirales shRNA para ALK2 o0 ALK3 (shALK2 o shALKS3,
respectivamente). La eficiencia del silenciamiento se evalué cuantificando la expresién a nivel
de ARNm de los genes ALK2 y ALK3, obteniendo una reduccion de la expresion del 70% y
50%, respectivamente (Figura 7). Curiosamente, se encontrd que la expresion de ALK3 se
incrementé como consecuencia del silenciamiento de ALK2, y la expresion de ALK2 también

se elevo en las células shALK3 en comparacion con las células control shControl.
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Figura 7. Silenciamiento génico de los receptores BMP tipo | ALK2 y ALK3 en células Huh7.

Niveles de ARNm de los genes ALK2 (panel izqdo.) y ALK3 (panel dcho.), determinados mediante RT-

gPCR y normalizados con el gen 36B4. Los datos estan expresados como veces de cambio relativo a

la condicion control (shControl, 1) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales:
Células Huh7 con silenciamiento génico de ALK2 (shALK2) y ALK3 (shALK3) mediante infeccion

lentiviral y su control (shControl). (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado).
***p<0,005 y ****p<0,0001, shALK2 o shALK3 vs. shControl.

Asimismo, se observo una menor fosforilacion de Smad1/5/8 en las células silenciadas (Figura

8A), en paralelo a una modulacion en la expresion de los genes ID1 y HAMP (gen que codifica

para hepcidina), ambos ampliamente descritos como genes diana de la sefializacion de BMP.
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Figura 8. Sefializacion en las lineas estables silenciadas en ALK2 y ALK3. A. Imagenes

representativas de Western blot del lisado celular con el anticuerpo frente a pSmad1/5/8 y P85 y la

tincion con Ponceau como control de carga, y su cuantificacion. B y C. Niveles de ARNm de los genes

HAMP e ID1, determinados mediante RT-gPCR y normalizados con el gen 36B4. Los datos estan

expresados como veces de cambio relativo a la condicién control (shControl, 1) y presentados como

media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 con silenciamiento génico de ALK2 (shALK2)

y ALK3 (shALK3) mediante infeccion

lentiviral 'y su control

(shControl). (n>3 experimentos

independientes realizados por duplicado). **p<0,01 y ****p<0,0001, shALK2 o shALK3 vs. shControl.
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Curiosamente, se observd que ALK2 juega un papel critico en la expresion de hepcidina ya
gue modulando selectivamente ALK2, pero no ALK3, la expresion génica de la hepcidina se
ve igualmente modulada: como se muestra en la Figura 8B, la expresion de HAMP esta
disminuida en las células con silenciamiento de ALK2, mientras que su expresion esta
aumentada en las células que presentan una leve sobreexpresion de este receptor (ShALK3);
por el contrario, la expresién de ID1 se vio reducida tras el silenciamiento de ALK3 y elevada
en las células con un ligera sobre expresion de este receptor (ShALK2) (Figura 8C). Por tanto,
se utilizaron estos dos genes diana para validar en el futuro la activacion de estos receptores
en este modelo celular (Figura 9).
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Figura 9. Modulacién de la expresién de genes diana de la sefalizacién mediada por ALK2 y
ALK3. La expresion de HAMP esta modulada por ALK2, mientras que ALK3 regula la expresion de ID1.

1.2. El silenciamiento del receptor de BMP tipo | ALK3 y no ALK2 protege contra la
hepatotoxicidad inducida por APAP

Una vez establecidas las lineas celulares silenciadas, se trataron con APAP a 20 mM durante
16 horas y se evallo la viabilidad celular. Se observ6 un incremento en la supervivencia celular
en las células shALK3 tras la estimulacién con APAP en comparacién con las shControl; este
efecto no se observo en la linea celular shALK2 (Figura 10).
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Figura 10. El silenciamiento génico de ALK3 aumenta la supervivencia celular frente al APAP.
Viabilidad celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos estan presentados como
porcentaje de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%) y presentados como media + SEM.

Condiciones experimentales: Lineas estables shALK2 y shALK3 y su control shControl tratadas con

APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 16 horas. (n>3 experimentos independientes
realizados por duplicado). **p<0,01 y ****p<0,0001, A20 vs. C; ####p<0,0001, shALK3 vs. shControl.

Para ahondar en este hallazgo, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad y apoptosis en la
linea shALK3. Por un lado, se evalud la presencia de necrosis mediante la cuantificacién de
la liberacién de LDH al medio de cultivo. Por otro lado, para evaluar la apoptosis se cuantificd
la presencia del fragmento activo de la caspasa 3, un conocido marcador de apoptosis, en los
extractos proteicos de las células tratadas con APAP. Se observé una reduccion en la
toxicidad, que se refleja tanto en una menor liberacion de LDH (Figura 11A), como en una
disminucién en el procesamiento de caspasa 3 (Figura 11B), en las células shALK3 tratadas

con APAP en comparacion con las células control.
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Figura 11. El silenciamiento génico de ALK3 protege frente al dafio inducido por APAP. A.
Determinacion de la citotoxicidad mediante cuantificacion de la liberacién de lactato deshidrogenasa
(LDH). Los datos se presentan como porcentaje de citotoxicidad relativo al control positivo (100%). B.
Imagenes representativas de Western blot con anticuerpo frente al fragmento activo de caspasa 3 (C3
act) y su cuantificacién normalizada con anticuerpo frente a tubulina (Tub) como control de carga. Los
datos estan expresados como porcentaje de estimulacion con APAP relativo a la condicién control
(shControl, 100%) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Linea estable

shALK3 y su control shControl tratadas con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 16
horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). ****p<0,0001, A20 vs. C; #p<0,05y
##p<0,005, shALK3 vs. shControl.

Como ya se ha comentado, en la hepatotoxicidad inducida por APAP es caracteristica la
presencia de ROS. Por ello, se utilizé la sonda DHE para medir la produccién de ROS en
estas células durante las 2 horas posteriores a la estimulacion con APAP y se encontrd que
en las células silenciadas en ALK3 apenas se produce ROS (Figura 12A). Ademas, se sabe
gue para contrarrestar el estrés oxidativo inducido por APAP, se desencadena una respuesta
antioxidante, por ello se midieron los niveles de ARNm de HMOX1 (gen que codifica la
hemoxigenasa 1, HO1l) ya que se trata de uno de los principales reguladores de esta
respuesta antioxidante. Se observé que las células shALK3 presentaron una expresion de
HMOX1 mas elevada que las shControl en condiciones basales, sugiriendo que estas células
presentan una defensa antioxidante mas activa frente a estresores oxidativos tales como el
APAP. Estudios previos han demostrado que la HO1 juega un papel protector en diferentes
modelos experimentales de dafio hepéatico, incluyendo la intoxicacion con APAP, gracias a su
actividad antioxidante, antinflamatoria y antiapoptética (Chiu et al., 2002; Zheng et al., 2022;
Zuckerbraun & Billiar, 2003). Como era de esperar, tras la estimulacién con APAP durante 16
horas se observé un marcado incremento en la expresiéon del gen HMOX1; sin embargo, el
incremento de este gen antioxidante fue menor en las células shALK3 (Figura 12B).
Finalmente, se encontrd6 una menor fosforilacion de las quinasas de estrés JNK y P38,
mediada por las ROS producidas, en las células silenciadas en ALK3 comparadas con el
control tras 6 horas de estimulacion con APAP (Figura 12C). Estudios previos han mostrado
gue la fosforilacion de estas MAP quinasas amplifica la sefial de dafio inducida por el APAP y
contribuye a la produccién de ROS, por lo que una menor fosforilacion de las mismas en las
células shALK3 podria ser un indicativo de una menor presencia de ROS inducida por APAP

en estas células (Du et al., 2022; Saito, Lemasters, et al., 2010).
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Figura 12. El silenciamiento génico de ALK3 protege frente al estrés oxidativo derivado del APAP. A.
Produccion de ROS medida con la sonda DHE durante 2 horas de exposicién a APAP y representada como
fluorescencia de DHE (F): F/Fo (u.a.). B. Nivel de ARNm del gen HMOX1, determinado mediante RT-gPCR y
normalizado con el gen 36B4. Los datos estan expresados como veces de cambio relativo a la condicion
control (C-shControl, 1). C. Imagenes representativas de Western blot del lisado celular con los anticuerpos
indicados y P85 y la tincion con Ponceau como control de carga, y su cuantificacion. Los datos estan
expresados como porcentaje de estimulacion con APAP relativo a la condicion control (shC, 100%) y
presentados como media £+ SEM. Condiciones experimentales: Linea estable shALK3 y su control shControl
tratadas con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 2 (A), 6 (C) o 16 (B) horas. (n>3
experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05 y ***p<0,0001, A20 vs. C; #p<0,05,
#p<0,01, ##p<0,005 y ### p<0,0001, shALK3 vs. shControl.

2. Evaluacion de los efectos de la sobreexpresion del receptor ALK2 frente a la
toxicidad inducida por APAP

Como se ha mencionado anteriormente, la expresién a nivel de ARNm de ALK2 esta
significativamente inducida en la linea celular estable shALK3, posiblemente a raiz de un
mecanismo para compensar la ausencia de ALK3. Para explorar si el aumento de expresion
de ALK2 en las células con ALK3 silenciado es el responsable de los efectos protectores

observados, se realiz6 una infeccién de las células Huh7 con particulas lentivirales para
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desarrollar una linea celular estable que sobreexprese ALK2 (LV ALK2) y su respectiva linea
celular control (LV Control). La sobreexpresién de ALK2 se evalué midiendo los niveles de
ARNmM de este receptor, que mostré un incremento de expresién tres veces superior al control
(Figura 13A). Del mismo modo, la expresién de su gen diana HAMP se increment6 de manera
significativa, mientras que los niveles de ARNm de los genes ALK3 e ID1 no se modularon
(Figura 13B).
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Figura 13. Sobreexpresion del receptor ALK2. Ay B. Niveles de ARNm de los genes ALK2, HAMP,
ALK3 e ID1, respectivamente; determinados mediante RT-gPCR y normalizados con el gen 36B4. Los
datos estan expresados como veces de cambio relativo a la condiciéon control (LV Controlo LV C, 1) y

presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 con sobreexpresion del

receptor ALK2 (LV ALK2) mediante infeccién lentiviral y su control (LV Control o LV C). (n>3
experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05 LV ALK2 vs. LV Control o LV C.

Tras la estimulacion con APAP durante 16 horas, las células LV ALK2 no mostraron mayor
viabilidad celular que sus correspondientes controles (Figura 14A). Sin embargo, se observo
una fuerte inhibicién del procesamiento de caspasa 3, indicando que la sobreexpresion de
ALK2 presenta un potente efecto antiapoptotico (Figura 14B). Por el contrario, la expresion a
nivel de ARNm de HO1 fue similar en ambos casos (Figura 14C) y no se encontraron
diferencias en la fosforilacién de las quinasas JNK y P38 tras el tratamiento con APAP durante
6 horas (Figura 14D).

Estudios previos han puesto de manifiesto un efecto antiapoptético de la ruta de sefializacion
canonica de BMP mediante la induccion de la expresion de XIAP (del inglés x-linked inhibitor
of apoptosis protein), un potente inhibidor de la caspasa 3 (Yamaguchi et al., 1999). Esto
podria explicar la disminucion en el procesamiento de caspasa 3 observado en las células con
sobreexpresion de ALK2; sin embargo, este efecto todavia no se ha asociado con la
sefializacién mediada por un receptor especifico (Liu et al., 2013; Liu et al., 2009). Por tanto,
seria necesaria la realizacion de ensayos para confirmar la induccién de XIAP en estas
células.
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Figura 14. Efectos de la sobreexpresion del receptor ALK2 frente a la toxicidad inducida por
APAP. A. Viabilidad celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos estan
presentados como porcentaje de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%). B. Iméagenes
representativas de Western blot con anticuerpo frente al fragmento activo de caspasa 3 (C3 act) y su
cuantificacion normalizada con anticuerpo frente a tubulina (Tub) como control de carga. C. Nivel de
ARNmM del gen HMOX1, determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36B4. D. Imagenes
representativas de Western blot del lisado celular con los anticuerpos indicados y P85 y la tincion con
Ponceau como control de carga, y su cuantificacion. Los datos estan expresados como porcentaje de
estimulacion con APAP o veces de cambio relativo a la condicion control (LV Control, 100% o0 1) y
presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Linea estable LV ALK2 y su control LV
Control (LV C) tratadas con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 6 (D) o 16 (A-C)
horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05 y ****p<0,0001, A20 vs. C;
###n<0,0001, LV ALK2 vs. LV Control.
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3. Evaluacién de los efectos de la inhibiciéon farmacolégica de los receptores ALK2 vy
ALK3 frente al dafio por APAP

3.1. Inhibicion farmacoldgica de ALK2 y ALK3

Para corroborar los resultados derivados de los modelos celulares manipulados
genéticamente, se utilizaron varios inhibidores farmacol6gicos que presentan diferente
selectividad por cada tipo de receptor como se muestra en la Tabla 1, en la seccion de
“‘Materiales y métodos”. Las células Huh7 se trataron con DMH2 a 10 pyM para inhibir
selectivamente la sefializacion mediada por ALK3; ML347 a 150 nM para la inhibicion de
ALK2, y LDN-193189 (LDN) a 500 nM para conseguir la inhibicion de ambos receptores.
Resaltar que, tras la exposicion a estos inhibidores, solo se observé modulaciéon en la
expresion de los receptores ALK en las células tratadas con DMH2: una disminucién del
ARNmM de ALK3 y sobreexpresion de ALK2, similar a lo observado en la linea celular estable

silenciada en ALK3 como se muestra en la Figura 7 (Figura 15).
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Figura 15. Tratamiento de las células Huh7 con inhibidores farmacologicos de los receptores de
BMP tipo | ALK2 y ALK3. Niveles de ARNm de los genes ALK2 (panel izqdo.) y ALK3 (panel dcho.)
determinados mediante RT-qPCR y normalizados con el gen 36B4. Los datos estan expresados como
veces de cambio relativo a la condicién control (VEH o DMSO, 1) y presentados como media + SEM.

Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con los inhibidores farmacologicos (LDN, DMH2 o

ML347) o sus vehiculos (VEH, DMSO) durante 16 horas. (n>3 experimentos independientes realizados
por duplicado). **p<0,005 y ****p<0,0001, DMH2 vs. DMSO.

Ademas, se observo menor fosforilacion de Smad1/5/8 con todos los inhibidores evidenciando
un bloqueo eficiente de la ruta de sefializaciéon candnica (Figura 16A). Asimismo, como se
muestra en las Figuras 16B y 16C, la expresion del gen HAMP se redujo en las células donde
ALK2 esta inhibido (LDN y ML347), mientras que la expresion de ARNm del gen ID1 se inhibi6
casi completamente en las células tratadas con los compuestos que bloquean ALK3 (LDN y
DMH2).

Si bien es cierto que la expresion del gen ID1 también se ve reducida exponiendo las células
a ML347 en comparacion con su vehiculo, dicha reduccion es significativamente mas evidente
cuando que trata con los compuestos LDN y DMH2. Este resultado sugiere que, aunque el
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compuesto ML347 tiene mayor afinidad por el receptor ALK2, no sea totalmente selectivo para
este receptor a esta dosis.
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Figura 16. Sefializacién en las células tratadas con inhibidores farmacoldgicos de ALK2 y ALK3.
A. Imagenes representativas de Western blot del lisado celular con el anticuerpo frente a pSmad1/5/8 y
P85 y la tincion con Ponceau como control de carga, y su cuantificacion. B y C. Niveles de ARNm de
los genes HAMP e ID1, respectivamente, determinados mediante RT-qgPCR y normalizados con el gen
36B4. Los datos estan expresados como veces de cambio relativo a la condicién control (VEH o DMSO,
1) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con los
inhibidores farmacoldgicos (LDN, DMH2 o ML347) o sus vehiculos (VEH, DMSO) durante 2 horas (A) o

16 horas (B y C). (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). **p<0,01, ***p<0,005 y
****n<0,0001, LDN, DMH2 0 ML347 vs. VEH o0 DMSO; #p<0,05 y #*#p<0,005, ML347 vs. LDN o DMHZ2.

3.2. Lainhibicidn de la sefializacién mediada por ALK3 con el compuesto DMH2

confiere efectos protectores frente al dafio inducido por APAP

De manera similar a los resultados obtenidos previamente, la inhibicion de ALK3 conseguida
mediante el tratamiento con DMH2, concede una mayor viabilidad celular tras la exposicién a
APAP, y esta proteccién no se consiguié con ninguno de los otros compuestos testados
(Figura 17).
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Figura 17. Efecto de los inhibidores farmacoldgicos de ALK2 y ALK3 sobre la viabilidad celular
en presencia de APAP. Viabilidad celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos

estan presentados como porcentaje de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%) y presentados como

media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con los inhibidores farmacolégicos
(LDN, DMH2 o0 ML347) o sus vehiculos (VEH, DMSO) 1 hora antes de la estimulacién con APAP a 20
mM (A20) o etanol como control (C) durante 16 horas. (n>3 experimentos independientes realizados por
duplicado). *p<0,05, *p<0,01 y ***p<0,005, A20 vs. C; ##p<0,005, DMH2 vs. DMSO.

Respecto a la citotoxicidad, el pretratamiento con DMH2 protege visiblemente frente a la
muerte de las células Huh7 inducida por APAP (Figura 18A). Cabe destacar, que se observé
una liberacién de LDH significativamente menor, asi como una menor presencia del fragmento
activo de caspasa 3 en las células expuestas a APAP pretratadas con DMH2 en comparacion

con las pretratadas con el vehiculo (DMSO) (Figuras 18B y C, respectivamente).
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Figura 18. La inhibicién de ALK3 con DMH2 protege frente a la toxicidad inducida por APAP. A.
Imagenes representativas de contrate de fases de células Huh7 con los tratamientos indicados. B.
Determinacion de la citotoxicidad mediante cuantificacion de la liberacion de LDH. Los datos se
presentan como porcentaje de citotoxicidad relativo al control positivo (100%). C. Imagenes
representativas de Western blot con anticuerpo frente al fragmento activo de caspasa 3 (C3 act) y su
cuantificacion normalizada con anticuerpo frente a tubulina (Tub) como control de carga. Los datos estan
expresados como porcentaje de estimulacion con APAP relativo a la condicion control (DMSO, 100%) y
presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con DMH2 a 10
UM o0 DMSO 1 hora antes de la estimulacion con APAP a 20 mM (A20) o su control (C) durante 16 horas.
(n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). ***p<0,005, A20 vs. C; #p<0,01 y
###p<0,005, DMH2 vs. DMSO.
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En cuanto a los efectos sobre el estrés oxidativo, se observé una mayor expresion del gen
HMOX1 a nivel basal en las células pretratadas con DMH2 (Figura 19A), aunque el incremento
de expresiéon de este gen tras la induccion con APAP fue menor en comparacion con las
células no pretratadas (Figura 19B). Una vez mas, este resultado es similar al obtenido en la
linea silenciada en ALK3 (shALK3), donde parece que a nivel basal la inhibicion de ALK3
confiere una mayor defensa antioxidante. Ademas, las células Huh7 pretratadas con DMH2
mostraron menores niveles de fosforilacion de JNK y P38 tras la estimulacion con APAP

durante 6 horas (Figura 19C).
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Figura 19. Lainhibicion de ALK3 con DMH2 protege frente al estrés oxidativo derivado del APAP.
A y B. Nivel de ARNm del gen HMOX1, determinado mediante RT-qgPCR y normalizado con el gen
36B4. Los datos estan expresados como veces de cambio relativo a la condicidn control (C-DMSO, 1).
C. Imégenes representativas de Western blot del lisado celular con los anticuerpos indicados 'y P85y la
tincion con Ponceau como control de carga, y su cuantificacion. Los datos estan expresados como
porcentaje de estimulacién con APAP relativo a la condicién control (DMSO, 100%) y presentados como
media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con DMH2 a 10 yM o DMSO 1 hora
antes de la estimulacion con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 6 (C) o 16 (A-B)

horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). ***p<0,005 y ****p<0,0001, A20 vs.
C; #p<0,05 y ##p<0,0001, DMH2 vs. DMSO.
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3.3. Lainhibicién de ambos receptores ALK2 y ALK3 con el compuesto LDN no

presenta efectos protectores frente al dafio inducido por APAP

Con el fin de comprobar sin estos efectos se deben a la inhibicién selectiva de ALK3, se
exploraron los efectos del pretratamiento con LDN, que inhibe ambos receptores: ALK2 y
ALK3, en las células Huh7 tratadas con APAP. Los resultados obtenidos mostraron que la
inhibicion de ambos receptores no redujo la apoptosis mediada por APAP (Figura 20A) ni
mostré efectos sobre el sistema antioxidante (Figura 20B). El hecho de que la inhibicion de
ambos receptores mediante LDN no tenga los mismos efectos que la inhibicion selectiva de
ALK3 se puede deber a que la leve sobreexpresién concomitante de ALK2 observada cuando
se inhibe ALK3 es necesaria para que se produzca el efecto protector. Como ya se ha
comentado, estudios previos han reportado un efecto antiapoptético derivado de la induccién
de XIAP por la sefalizacion de las proteinas BMP (Yamaguchi et al., 1999). En un estudio
realizado en células derivadas de cancer de pulmdén se observé que el tratamiento con DMH2
redujo la expresion de XIAP aumentando la muerte celular, lo cual no se observé tras el
tratamiento con LDN (Augeri et al., 2016). Estos resultados contradicen los obtenidos en este
trabajo donde el tratamiento con DMH2 redujo significativamente el procesamiento de
caspasa 3. Sin embargo, en este modelo, DMH2 parece inhibir Gnicamente la sefalizacion
mediada por ALK3 e inducir la mediada por ALK2, que podria ser responsable de este efecto
antiapoptoético. Esto explicaria que la inhibicibn de ambos receptores con LDN no mostrase

una reduccién en la expresion del fragmento activo de caspasa 3.
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Figura 20. Efectos de la inhibicién de ALK2 y ALK3 con LDN frente al dafio inducido por APAP.
A. Imagenes representativas de Western blot con anticuerpo frente al fragmento activo de caspasa 3
(C3 act) y su cuantificacion normalizada con anticuerpo frente a tubulina (Tub) como control de carga.
Los datos estan expresados como porcentaje de estimulacion con APAP relativo a la condicion control
(VEH, 100%). B. Nivel de ARNm del gen HMOX1, determinado mediante RT-qPCR y normalizado con

el gen 36B4. Los datos estan expresados como veces de cambio relativo a la condicion control (C-VEH,

1) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con LDN a
500 nM o VEH 1 hora antes de la estimulacion con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control (C)
durante 16 horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). ****p<0,0001, A20 vs.
C.

4. Evaluacion de los efectos del inhibidor DMH2 en un modelo experimental de fallo

hepatico agudo inducido por APAP

En un intento de explorar si los efectos observados tras la inhibicion de ALK3 en un modelo
celular de toxicidad inducida por APAP se pueden reproducir in vivo, y puesto que el
antagonismo farmacologico de las proteinas BMP con diferentes inhibidores es posible y
tolerable en animales (Augeri et al., 2016; Tsugawa et al., 2014), se llevd a cabo un modelo
experimental en ratones de ALF inducido por APAP. Puesto que se queria evaluar los
potenciales efectos de la administracion de DMH2 sobre el dafio hepatico posterior a una
sobredosis de APAP, se comprobdé primero que DMH2 también favorece la viabilidad celular
frente al tratamiento con APAP in vitro cuando se afiade a las células 1 hora después del
APAP (Figura 21).
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Figura 21. El post tratamiento con DMH2 aumenta la viabilidad celular en presencia de APAP.
Viabilidad celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos estan presentados como
porcentaje de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%) y presentados como media + SEM.
Condiciones experimentales: Células Huh7 estimuladas con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control
(C) durante 16 horas y tratadas con DMH2 a 10 yM o DMSO 1 hora después del APAP. (n>3
experimentos independientes realizados por duplicado). ****p<0,0001, A20 vs. C; ##p<0,005, DMH2 vs.
DMSO.
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Una vez comprobada la efectividad de DMH2 como post tratamiento, se inyecto a los ratones
por via intraperitoneal (i.p.) vehiculo (DMSO) o APAP (500 mg/kg) y, 1 hora después, se
administr6 DMH2 o una cantidad equivalente de DMSO en una Unica dosis de 3 mg/kg (Figura
22).
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Figura 22. Tratamiento con DMH2 en un modelo experimental de ALF inducido por APAP. Se
administro a los ratones APAP (500 mg//kg) o su vehiculo (DMSO, C) por via i.p. y 1 hora después se
trataron con DMH2 (3 mg/kg) o una cantidad equivalente de su vehiculo (DMSO). Los animales se
sacrificaron 2 horas después de la administracion del APAP (n=7 animales por grupo).

4.1. El inhibidor DMH2 protege frente a la hepatotoxicidad inducida por APAP in

Vivo

Con el fin de evaluar el efecto de DMH2 sobre el dafio hepatico inducido por APAP, se
cuantificd el area de necrosis en el tejido hepatico de los animales sometidos al modelo y se
observé una reduccion significativa de la necrosis hepatocitaria inducida por APAP en
aquellos ratones que habian recibido DMH2 como post tratamiento tras la administracion de
APAP comparados con los tratados con el vehiculo. Del mismo modo, el ensayo de TUNEL
mostré menos presencia de fragmentacién del ADN en los higados procedentes de animales
tratados con DMH2 (Figura 23A). Ademas, los niveles séricos de GPT, un conocido marcador
de dafio hepdtico, inducidos por la administracion de APAP, fueron significativamente
menores en los ratones tratados con DMH2 que en aquellos tratados con vehiculo (Figura
23B).
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Figura 23. El inhibidor DMH2 protege frente a la hepatotoxicidad inducida por APAP in vivo. A.
Imagenes representativas de Hematoxilina y Eosina (H&E) (10X) y de TUNEL (10X y 40X) y sus
cuantificaciones. Los datos estan expresados como porcentaje de area de necrosis o unidades
arbitrarias (u.a.) B. Determinacion en suero de la actividad de GPT. Los datos estan presentados como
media = SEM. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a una sobredosis de APAP (500 mg/kg)
o0 DMSO y tratados 1 hora después con DMH2 (3 mg/kg) o DMSO, y sacrificados 2 horas después del
APAP. (n=7 animales por grupo). *p<0,05, ***p<0,005 y ****p<0,0001 APAP vs. C; #p<0,05, #p<0,01y

###p<0,005 DMH2 vs. DMSO.

Con el fin de evaluar los efectos del tratamiento con DMH2 en la produccion de ROS y la
activacion de mecanismos antioxidantes inducido por APAP, se cuantific6 mediante
inmunohistoquimica (IHQ) la expresion hepética de 4-HNE, un producto secundario de la

peroxidacion lipidica que se utiliza ampliamente para detectar estrés oxidativo. Notablemente,
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la expresion de 4-HNE fue significativamente menor en los higados procedentes de animales
tratados con DMH2 que en aquellos tratados con el vehiculo (Figura 24A). Asimismo, se midio
la expresion hepatica del regulador antioxidante HO1. Como era de esperar, se observé un
evidente incremento en la expresion del gen Hmox1 en las muestras hepaticas procedentes
de ratones expuestos a sobredosis de APAP; sin embargo, este incremento fue mas

moderado en presencia de DMH2 (Figura 24B).
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Figura 24. El inhibidor DMH2 protege frente al estrés oxidativo inducido por APAP in vivo. A.
Imagenes representativas de 4-HNE detectado mediante IHQ en el tejido hepético (20X y 40X) y su
cuantificacion. Los datos estan expresados como u.a. B. Nivel de ARNm del gen Hmox1, determinado
mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36b4. Los datos estan expresados como veces de cambio
relativo a la condicion control (C-DMSO, 1) y presentados como media + SEM. Condiciones
experimentales: Ratones sometidos a una sobredosis de APAP (500 mg/kg) o DMSO vy tratados 1 hora
después con DMH2 (3 mg/kg) o DMSO, y sacrificados 2 horas después del APAP. (n=7 animales por
grupo). **p<0,005 y ***p<0,0001 APAP vs. C; #p<0,05 y ##p<0,005 DMH2 vs. DMSO.

5. CONCLUSION

Ya se habia demostrado la implicacién de la via de sefalizacion de las BMP en la
fisiopatologia de enfermedades hepaticas crénicas tales como la NAFLD vy la fibrosis hepatica
o0 el HCC (Liang et al., 2021; Thayer et al., 2020), pero su papel en ALF no queda claro ya que
existen evidencias contradictorias en cuanto a la activacion o inhibicion de esta ruta de
sefializacion en modelos de DILI por APAP (Stavropoulos et al., 2022; van Swelm et al., 2012).

Este estudio identifica un novedoso papel de la via de transduccion de sefial de las BMP en
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ALF, particularmente indica que la inhibicion de ALK3 protege del dafio hepético inducido por
sobredosis de APAP.

Los experimentos in vitro demostraron que la inhibicion de ALK3, y no la de ALK2, protege
frente a la hepatotoxicidad inducida por APAP: tanto el silenciamiento génico de ALK3 como
su inhibicion farmacoldgica utilizando el compuesto DMH2 reducen la necrosis, evaluada por
la liberacién de LDH, la apoptosis medida por el procesamiento de caspasa 3, y la produccién
de ROS. Es mas, se detect6 un incremento constitutivo del gen antioxidante HMOX1 tanto en
las células silenciadas en ALK3 como en las tratadas con DMH2, lo cual sugiere que estas
células presentan una defensa antioxidante mas activa frente a estresores oxidativos tales
como el APAP (Figura 25). Cabria pensar que los efectos protectores observados se deben a
la sobreexpresién concomitante de ALK2 observada en las células cuando se silencia o inhibe
el ALK3. Sin embargo, la sobreexpresion de ALK2 en células Huh7 no mejoré la viabilidad
celular ni modificé la respuesta al estrés oxidativo inducido por el APAP, aunque las células
que sobreexpresan ALK2 mostraron una gran capacidad anti-apoptética. Futuras
investigaciones son necesarias para dilucidar en profundidad los mecanismos moleculares
implicados en el nuevo papel de los receptores ALK2 y ALK3 en la defensa antioxidante y en

la apoptosis que se han mostrado por primera vez en este estudio.
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Figura 25. La inhibicion de la ruta de sefializacién mediada por ALK3 protege frente al dafio
hepatico inducido por APAP. La inhibicion de la sefializacion mediada por ALK3 mediante
silenciamiento génico de dicho receptor, o con el inhibidor farmacol6gico DMH2, reduce la muerte celular

y el estrés oxidativo inducidos por APAP.

Asimismo, en el presente estudio se aporta evidencia experimental convincente de que la
inhibicion farmacol6gica de la sefializacion de BMP utilizando DMH2 disminuye de forma
evidente la necrosis hepatocitaria, reduce los niveles de transaminasas en suero, y previene
del estrés oxidativo inducido por la sobredosis de APAP en ratones, sugiriendo por primera
vez que ALK3 puede ser una nueva diana terapéutica para ALF.

Estos hallazgos experimentales abren un nuevo enfoque terapéutico para pacientes con ALF
por sobredosis de APAP y, por tanto, se requieren futuros estudios para evaluar la seguridad
y eficacia de actuar sobre la sefializacion de BMP en pacientes con esta patologia con alto
riesgo de mortalidad.
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CAPITULO 1l

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 6
(BMP6) EN MODELOS EXPERIMENTALES DE FALLO HEPATICO AGUDO
INDUCIDO POR PARACETAMOL.

Como se ha comentado en el capitulo anterior, las proteinas BMP juegan un papel clave en
la homeostasis del hierro en el higado, regulando la expresién de la hepcidina; especialmente
BMP6, cuya expresion se ha visto modulada en modelos preclinicos y en pacientes con
sobrecarga de hierro (Daher et al., 2016; Kautz et al., 2011; Rausa et al., 2015). Del mismo
modo, la expresion y sefializacion de estas proteinas se ha visto modificada en modelos de
ALF, particularmente dos estudios han puesto de manifiesto un incremento en la expresion
hepatica de BMP2 y BMP4 en modelos animales de ALF (Nakatsuka et al., 2007; Oumi et al.,
2012).

Dado que el ALF presenta una progresion fulminante, un diagnéstico y prondstico precisos
son de gran importancia a la hora de tomar decisiones tales como susceptibilidad de cada
paciente para ser sometido a hospitalizacion o trasplante hepatico. Por esta razén, se han
empleado grandes esfuerzos en la busqueda de nuevos biomarcadores seroldgicos para el

prondstico de ALF.

El objetivo de este estudio fue dilucidar si el perfil de expresién de la proteina BMP6, que esta
involucrada en la regulacion de la homeostasis del hierro en el higado, se encuentra modulado
en el ALF inducido por APAP y estudiar el papel de esta proteina en los procesos moleculares

involucrados en este tipo de dafio.

1. Evaluacion de la expresion de BMP6 en un modelo experimental de ALF inducido

por APAP

Para evaluar la modulacion de la expresion de BMP6 se llevo a cabo un modelo animal de
ALF mediante la exposicién a una sobredosis de APAP. Para ello, tras 12 horas de ayuno, se
administr6 a los ratones 300 mg/kg de APAP por via intraperitoneal (i.p.) y se sacrificaron 6
horas o 24 horas después de la administracion. Como era de esperar, se observaron areas
necréticas en el tejido hepético de estos animales (Figura 26A), asi como un incremento de la
actividad de las transaminasas GPT y GOT en las muestras de suero de los ratones tratados
con APAP en comparacion a los animales control (Figura 26B). El incremento tanto de las
areas de necrosis como de las transaminasas en suero fue mas evidente tras 24 horas de la

administraciéon de APAP. Asimismo, ya se ha comentado que cuando se produce una
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sobredosis de APAP se activan mecanismos antioxidantes con el fin de reducir el estrés
oxidativo producido como consecuencia de la deplecion de glutation (Reid et al., 2005). En
este sentido, se observo que la expresion hepética del gen de hemoxigenasa 1 (Hmox1), esta
incrementada en los ratones sometidos a sobredosis de APAP, especialmente 6 horas

después de la administracion (Figura 26C).
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Figura 26. Modelo experimental de ALF inducido por APAP. A. Imagenes representativas de las
tinciones con Hematoxilina y Eosina (H&E) (4X y 10X) y cuantificacion del area de necrosis expresada
en porcentaje de area. B. Determinacion en suero de la actividad de GPT y GOT. C. Nivel de ARNm del
gen Hmox1, determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36b4. Los datos estan
expresados como veces de cambio relativo a la condicion control (Control, 1) y presentados como media
+ SEM. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a una sobredosis de APAP (300 mg/kg) y

sacrificados 6 y 24 horas después del APAP. (n>12 animales por grupo). **p<0,01, ***p<0,005 y
****n<(0,0001, APAP vs. Control.
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1.1. La expresion hepatica de BMP6 se encuentra aumentada en el higado de

ratones sometidos a un modelo experimental de DILI por APAP

Una vez establecido el modelo, se cuantificé la expresion hepética a nivel de ARNm de BMP6,
para ello se realiz6 la extracciéon de ARN de las muestras de tejido hepatico y se analiz6 la
expresion del gen Bmp6 mediante RT-gPCR, observando un incremento de expresion
hepatica de BMP6 6 horas después de la administracién de APAP (Figura 27A). De hecho,
los niveles de ARNm hepaticos del gen Bmp6 correlacionan de manera significativa con los
niveles hepaticos del gen Hmox1 (Figura 27B). Hasta el momento, sélo existe un estudio
donde se cuantifique la expresion hepéatica de BMP6 en un modelo de DILI por APAP. En
dicho estudio se muestra que el ALF inducido por APAP conduce a una sobrecarga hepética
de hierro debida a una disminucién de la sintesis de hepcidina. Cabe destacar que los
resultados referidos difieren con los presentados en esta Tesis, ya que se encontré una
expresion reducida de BMP6 a nivel de ARNm, tras el tratamiento con APAP (van Swelm et
al., 2012); sin embargo, la expresién hepética de BMP6 sélo fue cuantificada en aquellos
ratones sometidos al modelo con APAP que presentaron mas de 1000 U/L de GPT en suero,
niveles mucho mas elevados que los presentes en los ratones incluidos en este estudio.
Ademas, en dicho estudio los ratones fueron sacrificados 24 horas después de la
administracién de APAP, mientras que, en este estudio, el incremento de expresion del gen

Bmp6 se detect6 6 horas después del APAP y dicha expresién se redujo tras 24 horas.

A continuacién, para comprobar si el aumento detectado a nivel de ARNm se tradujo a nivel
de proteina, se realiz6 un analisis mediante IHQ en el tejido hepatico donde se observé una
mayor presencia de la proteina BMP6 en las muestras procedentes de los ratones con APAP
en comparacion a los controles (Figura 27C). En este caso el incremento de expresion de
BMP6 se observo tanto a las 6 horas como a las 24 horas posteriores a la administracion de

APAP, correlacionando positivamente con el porcentaje de area de necrosis (Figura 27D).
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Figura 27. La expresion hepatica de BMP6 esta aumentada en un modelo experimental de ALF
inducido por APAP. A. Expresion hepética de ARNm del gen Bmp6 determinada mediante RT-gPCR
y normalizada con el gen 36b4. Los datos estan expresados como veces de aumento relativo a la
condicion control (Control, 1). B. Analisis de la correlacion entre los niveles de ARNm del gen Bmp6 y
el gen Hmox1. C. Imagenes representativas de BMP6 detectado mediante IHQ en el tejido hepético
(10X y 20X) y su cuantificacion. Los datos estdn expresados como unidades arbitrarias (u.a.) y
presentados como media + SEM. D. Andlisis de la correlacion entre la expresion hepéatica de BMP6 y el
porcentaje de &area de lesion. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a una sobredosis de
APAP (300 mg/kg) y sacrificados 6 y 24 horas después del APAP. (n>12 animales por grupo). *p<0,01
y ****p<0,0001, APAP vs. Control.
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1.2. La concentracion circulante de BMP6 se encuentra aumentada en el suero de

ratones sometidos a un modelo de ALF por APAP

Puesto que el objetivo principal del estudio fue evaluar el potencial de BMP6 como
biomarcador serolégico de ALF, una vez detectado el aumento de expresiéon hepética de esta
proteina BMP en ratones sometidos a sobredosis de APAP, se quiso comprobar si dicho
aumento de expresién se reflejaba a nivel circulante. Para ello, se determiné mediante ELISA
la concentracion de BMP6 en las muestras de suero de los animales sometidos al modelo
experimental de DILI por APAP y se observé un incremento de BMP6 en el suero de los
ratones tratados con APAP en comparacion con los animales control tanto a las 6 horas como
24 horas después de la administracion (Figura 28A). Ademas, se encontré una correlacion
significativa entre los niveles en suero de BMP6 y los niveles de BMP6 determinados mediante
IHQ en el tejido hepatico (Figura 28B), asi como con la concentracion en suero de la
transaminasa GPT (Figura 28C). En un estudio previo se mostré que bajos niveles de
hepcidina estan asociados con una reduccién de la supervivencia a corto plazo en adultos con
ALF (Spivak et al., 2019); futuros estudios en cohortes de pacientes con ALF son necesarios

para determinar el potencial de BMP6 como biomarcador sérico del pronédstico de esta

patologia.
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Figura 28. Niveles circulantes de BMP6 en el modelo experimental de ALF inducido por APAP.
A. Niveles circulantes de BMP6 determinados mediante ELISA. Los datos estan expresados como pg/ml
y presentados como media + SEM. B y C. Analisis de la correlacion entre los niveles circulantes de
BMP6 y la expresion hepatica a nivel de proteina, y con la actividad de GPT y GOT en suero,

respectivamente. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a una sobredosis de APAP (300

mg/kg) y sacrificados 6 y 24 horas después del APAP. (n>12 animales por grupo). **p<0,01, ***p<0,005
y ****p<0,0001, APAP vs. Control.

2. Evaluacion de la expresiéon circulante de BMP6 en una cohorte de pacientes con
sobredosis de APAP

Tras los resultados obtenidos en el modelo animal de dafio por APAP, donde el incremento
de la expresion hepatica de BMP6 en los ratones sometidos a una sobredosis de APAP se vio
reflejado en una mayor concentracion en suero de esta proteina, se quiso evaluar el potencial

de BMP6 como marcador de dafio por APAP en pacientes con sobredosis por este farmaco.

Para ello, se evalud la concentracién circulante de BMP6 en muestras de suero procedentes
de una cohorte que incluyd 20 individuos expuestos a una sobredosis de APAP, 10 de los
cuales desarrollaron DILI, mostrando valores de la transaminasa GPT superiores a 100 U/L.
De hecho, el dafio hepatico fue muy significativo ya que en la mayoria de ellos el valor de esta
transaminasa superé las 1000 U/L (GPT 4787 + 2989). Los otros 10 individuos no
desarrollaron DILI, lo cual se reflejé en valores normales de GPT en suero (GPT 18,70 %
10,58).

La cuantificacion de BMP6 circulante mostré un aumento en aquellos pacientes con DILI
(474,7 £ 407,7 pg/mL, n=10) en comparacién con los que no desarrollaron este dafio (193,8
+ 163,2 pg/mL, p=0,0558, n=10, Figura 29A). De hecho, se observé una correlacion positiva
gue fue significativa entre la concentracion sérica de BMP6 y los niveles de GPT en suero
(r=0,5273, n=20, p=0,0245, Figura 29B).

Actualmente, algunos biomarcadores como la proteina GLDH o el microRNA-122 han sido
propuestos como marcadores pronoésticos de DILI inducido por APAP, aunque se ha
observado que presentan baja sensibilidad o variaciones intra e interindividuales; hasta el
momento, el marcador mas prometedor es el aducto APAP-CYS. Los resultados mostrados
en este estudio posicionan a BMP6 como un posible biomarcador del pronéstico de DILI por
APAP; el hecho de que la concentracion en suero de esta proteina esté relacionada con los
niveles de GPT indican que podria ser un marcador de la gravedad del dafio hepético. Sin
embargo, es necesario estudiar cohortes mas extensas poder establecer la relacion de esta

proteina BMP con el desarrollo o la gravedad de esta patologia.
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Figura 29. Cuantificacion de BMP6 circulante en una cohorte de pacientes con sobredosis de
APAP. A. Niveles circulantes de BMP6 determinados mediante ELISA. Los datos estan expresados
como pg/mly presentados como media + SEM. B. Analisis en la poblacién de estudio de la correlacion
entre los niveles circulantes de BMP6 y GPT. Poblacién de estudio: 20 pacientes con sobredosis de

APAP, 10 con DILI, y 10 sin DILI.

3. Caracterizacion de la expresion vy liberacion de BMP6 en un modelo in vitro de DILI

por APAP

En un intento de reproducir el modelo experimental in vitro para poder profundizar en los
mecanismos moleculares asociados al dafio hepatico por APAP, se llevé a cabo un protocolo
de muerte celular utilizando la linea celular de hepatocitos neonatales inmortalizados murinos
(WTiib) y las células Huh7 que fueron tratadas con diferentes dosis de APAP a diferentes

tiempos. A continuacion, se estudio6 la liberacion y expresion de BMP6 en estas células.
3.1. Expresioén y liberacion de BMP6 en hepatocitos murinos en presencia de APAP

Las células WTiib se trataron con las dosis 1 mM y 5 mM de APAP durante 16 horas, siguiendo
el protocolo previamente descrito (Mobasher et al., 2013). Como se observa en las imagenes
representativas de tincion con DAPI, el tratamiento con APAP a estas dosis tiene un efecto
citotoxico que se refleja en una mayor presencia de nucleos apoptoticos (Figura 30A). Este
efecto también se observé en el ensayo de viabilidad celular mediante tincion con cristal

violeta, donde se comprobd que la toxicidad es dosis-dependiente (Figura 30B).
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Figura 30. Modelo in vitro de muerte celular por APAP en la linea de hepatocitos murinos WTiib.
A. Imagenes representativas de nudcleos apoptoéticos tefidos con DAPI. B. Viabilidad celular
determinada mediante tincidon con cristal violeta. Los datos estan expresados como porcentaje de
viabilidad relativo al grupo control (C, 100%) y presentados como media + SEM. Condiciones
experimentales: Células WTiib estimuladas con APAP a 1 mM (A1) o a5 mM (A5) y etanol como control
(C) durante 16 horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). **p<0,01 y
***p<0,005, A1 0 A5 vs. C.

Una vez establecido el modelo in vitro se estudi6 la expresion del gen Bmp6 en estas células
y se observd un incremento en su expresion en aquellas tratadas con APAP en comparacion
con los controles (Figura 31A). Puesto que en el modelo animal se observo que el incremento
de expresion hepética se reflej6 en una mayor concentracién de esta proteina en suero, se
decidié evaluar la presencia de esta proteina en el medio condicionado (MC) de los
hepatocitos. Como se presenta en la Figura 31B, se detectd presencia de BMP6 en el

sobrenadante de las células tratadas con APAP, lo cual no se observé en las células control.
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Figura 31. Los hepatocitos murinos expresan y secretan BMP6 en presencia de APAP. A. Nivel
de ARNm del gen Bmp6 determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36b4. Los datos
estan expresados como veces de cambio relativo a la condicion control (C, 1) y presentados como media
+ SEM. B. Imagenes representativas de Western blot del medio condicionado (MC) de WTiib con el
anticuerpo frente a BMP6 y la tincién con Ponceau como control de carga. Condiciones experimentales:
Células WTiib estimuladas con APAP a 1 mM (Al) o a5 mM (A5) y etanol como control (C) durante 16

horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, A1 0 A5 vs. C.

3.2. Expresion y liberacion de BMP6 en células Huh7 en presencia de APAP

Tras los resultados obtenidos en la linea de hepatocitos neonatales murinos inmortalizados,
se utilizaron las células derivadas de hepatoma Huh7 para comprobar si el efecto del APAP
sobre la expresion de BMP6 sucede en otros tipos celulares. Para ello, las células se
estimularon con APAP a 10 mM o a 20 mM durante 6, 16 o 24 horas, segun el protocolo
utilizado previamente (Mobasher et al., 2013). Similar a lo que sucede en las células WTiib, el
APAP tienen un efecto hepatotdxico en las células Huh7, reflejado en una mayor presencia
de nucleos apoptoéticos y restos celulares detectables gracias a la tincion nuclear con DAPI
(Figura 32A), asi como una disminucién de la supervivencia celular de manera dosis y tiempo-

dependiente (Figura 32B).
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Figura 32. Modelo in vitro de muerte celular por APAP en las células Huh7. A. Imagenes
representativas de nicleos apoptéticos tefiidos con DAPI. B. Viabilidad celular determinada mediante
tincion con cristal violeta. Los datos estan expresados como porcentaje de viabilidad relativo al grupo
control (C, 100%) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7
estimuladas con APAP a 10 mM (A10) o a 20 mM (A20) y etanol como control (C) durante 6, 16 o 24

horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001,
A10 0 A20 vs. C.
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Una vez establecidas las condiciones de dosis y tiempo, se cuantifico la expresién a nivel de
ARNmM del gen BMP6 y se observé un incremento de expresion de manera dosis-dependiente
en las células tratadas con APAP en comparacion con los controles (Figura 33A). Asimismo,
estas células también parecen liberar la proteina BMP6 en presencia de APAP, ya que se
detecto en el MC de las células tratadas con APAP a 20 mM durante 16 horas lo cual no se
observo ni en los controles ni en las células tratadas con una dosis menor de APAP (Figura
33B).
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Figura 33. Las células Huh7 expresan y secretan BMP6 en presencia de APAP. A. Nivel de ARNm
del gen BMP6 determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36B4. Los datos estan
expresados como veces de aumento relativo a la condicién control (C, 1) y presentados como media +
SEM. B. Imagenes representativas de Western blot del medio condicionado (MC) de Huh7 con el

anticuerpo frente a BMP6 y la tincién con Ponceau como control de carga. Condiciones experimentales:
Células Huh7 estimuladas con APAP a 10 mM (A10) o a 20 mM (A20) y etanol como control (C) durante
6, 16 0 24 horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). **p<0,01, ***p<0,005 y
****p<0,0001, A10 0 A20 vs. C.

4. Efecto del silenciamiento transitorio de BMP6 en la linea Huh7 en un modelo in
vitro de DIL| por APAP

Dado el significativo incremento de la expresion y liberacion de BMP6 observada las células
en presencia de APAP, se quiso explorar si esta proteina ejerce alguna funcion bioldgica en
estas condiciones. Con este objetivo, se llevé a cabo un silenciamiento transitorio de BMP6
en la linea Huh7 previo al tratamiento con APAP. Se confirm6 mediante RT-gPCR que en las
células transfectadas con siRNA para BMP6 (siBMP6), la expresion a nivel de ARNm del gen
BMP6 se redujo en condiciones basales (Figura 34A), y que el incremento de expresion

inducido por APAP fue menor que en las células no silenciadas (siControl, siC) (Figura 34B).
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Figura 34. Silenciamiento transitorio de BMP6 en las células Huh7. A y B. Nivel de ARNm del gen
BMP6 determinado mediante RT-gPCR y normalizado con el gen 36B4. Los datos estan expresados
como veces de aumento relativo a la condicién control (siC-C, 1) y presentados como media + SEM.
Condiciones experimentales: Células Huh7 con silenciamiento transitorio de BMP6 (siBMP6) mediante

transfeccién con siRNA 'y su control (siC). (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado).
***n<0,005 y ****p<0,0001 A20 vs. C; #p<0,01, siBMP6-C vs. siC-C; $p<0,05, siBMP6-A20 vs. siC-A20.

4.1. El silenciamiento de BMP6 en células Huh7 no muestra efectos contra el dafo
inducido por APAP

Una vez comprobada la eficacia del silenciamiento, se evallo la respuesta de estas células a
la estimulacién con APAP. Se encontrd que el silenciamiento de BMP6 no caus6 cambios en
la supervivencia celular frente al APAP (Figura 35A) y no se observaron diferencias en el

procesamiento de caspasa 3, entre las células control y las silenciadas en BMP6 (Figura 35B).
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Dado que BMP6 es liberado al medio de cultivo por los hepatocitos, se valoro el posible efecto
paracrino de esta proteina sobre otras células vecinas. Para ello, se recogié el MC de Huh7
silenciadas en BMP6 o control, tratadas con APAP y se utilizé para estimular otras células
Huh7 (Figura 36A). En primer lugar, se comprobd que la presencia de BMP6 observada en el
medio de cultivo de estas células tras la exposicion a APAP a 20 mM no fue detectable en

células siBMP6 (Figura 36B). Curiosamente, no se observaron diferencias en la supervivencia

Figura 35. El silenciamiento de BMP6 en Huh7 no protege de la toxicidad por APAP. A. Viabilidad
celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos estan presentados como porcentaje
de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%). B. Imagenes representativas de Western blot con
anticuerpo frente al fragmento activo de caspasa 3 (C3 act) y su cuantificacion normalizada con
anticuerpo frente a tubulina (Tub) como control de carga. Los datos estan presentados como porcentaje

de estimulacion con APAP relativo a la condicion control (siC-A20, 100%) y presentados como media +

SEM. Condiciones experimentales: Linea Huh7 con silenciamiento de BMP6 (siBMP6) y su control (siC)
tratadas con APAP a 10 mM (A10) o a 20 mM (A20) o etanol como control (C) durante 16 horas. (n>3
experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, A20 vs. C.

celular tras la estimulacion con el MC de Huh7 silenciadas o no en BMP6 (Figura 36C).
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Figura 36. Efecto en células Huh7 del BMP6 secretado por Huh7 en presencia de APAP. A.
Condiciones experimentales: Células Huh7 expuestas durante 24 horas al medio condicionado (MC) de
células Huh7 silenciadas en BMP6 (siBMP6) o no (siC), tratadas con APAP a 20 mM (A20) o etanol

como control (C) durante 16 horas. B. Imagenes representativas de Western blot del sobrenadante
celular de células Huh7 siBMP6 o siC, con el anticuerpo frente a BMP6 y la tincién con Ponceau como
control de carga. C. Viabilidad celular determinada mediante tincion con cristal violeta. Los datos estan
expresados como porcentaje de viabilidad relativo al grupo control (C, 100%) y presentados como media

+ SEM. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, A20 vs. C.
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5. Efecto del silenciamiento transitorio de BMP6 en la linea Huh7 sobre la linea THP1

5.1. El silenciamiento de BMP6 en Huh7 previene la diferenciacién de macréfagos

hacia el fenotipo antinflamatorio (M2)

La muerte masiva de hepatocitos caracteristica de ALF (Chung et al., 2012), supone la
liberacién de patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) al tejido circundante, que
conduce a la activacion de macrofagos, liberacion de citoquinas por estas células y
reclutamiento de neutréfilos y monocitos a la zona dafiada (Rada et al., 2018; Ramachandran
& Jaeschke, 2018).

Puesto que la liberacion de BMP6 no mostré efectos sobre otros hepatocitos, se quiso estudiar
el posible efecto de esta proteina sobre otros tipos celulares presentes en el tejido hepético;
mas especificamente, en la activaciébn de macrofagos como parte de la respuesta inflamatoria

desencadenada como consecuencia del dafio.

Con este objetivo, se expusieron macréfagos humanos THP1 durante 24 horas al MC de
células Huh7 con silenciamiento o no de BMP6 y tratadas con APAP a 20 mM durante 16
horas (Figura 37A). Se observé un significativo incremento de marcadores tanto pro como
antinflamatorios tras la exposicion al MC de Huh?7 tratadas con APAP. Sin embargo, el MC de
las células silenciadas en BMP6 produjo un menor incremento de expresion de los
marcadores de fenotipo M2 interleuquina (IL) 4, arginasa 1 y receptor de manosa C-tipo 1
(MRC1) asociados a efectos antinflamatorios (Figura 37B). Por el contrario, el incremento de
expresion de la citoquina antinflamatoria IL13, no se vio afectado por el silenciamiento previo
de BMP6 en Huh7, similar a lo observado en las citoquinas proinflamatorias IL13, IL6 y TNFa
(Figura 37C).
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Figura 37. Efecto en macréfagos del BMP6 secretado por células Huh7 en presencia de APAP. A.
Condiciones experimentales: Células THP1 expuestas durante 24 horas al medio condicionado (MC) de
Huh7 silenciadas en BMP6 (siBMP6) o no (siC), tratadas con APAP a 20 mM (A20) o etanol como control
(C) durante 16 horas. B y C. Niveles de ARNm de los genes IL-4, IL-13, ARG1y MRC1 (B) e IL-18, IL-
6 y TNFa (C) determinados mediante RT-gPCR y normalizados con el gen 36B4. Los datos estéan

expresados como veces de aumento relativo a la condicién control (siC MC-C, 1) y presentados como
media + SEM. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,005 y ****p<0,0001, A20 vs. C; #p<0,05, MC siBMP6 vs. MC siC.

5.2. BMP6 promueve la diferenciacion de macréfagos humanos hacia el fenotipo

antinflamatorio (M2)

Con el fin de esclarecer si los efectos observados fueron consecuencia de la presencia o
ausencia de BMP6 en el MC, se estimulé la linea THP1 directamente con BMP6 (10 o 100
ng/ml) durante 24 horas. Se observé un incremento en la expresion de la citoquina
antinflamatoria IL4 y de los marcadores antinflamatorios arginasa 1 y MRCL1 tras la

estimulacion con BMP6 (Figura 38A), mientras que la expresion de marcadores
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proinflamatorios: IL18, IL6 y TNFa no se vio modulado (Figura 38B). Cabe destacar que BMP6
no afecto a la expresion de IL13. Estos resultados sugieren que la proteina BMP6 liberada por
los hepatocitos puede tener un impacto en los macrofagos hepéticos promoviendo su
diferenciacion hacia el fenotipo antinflamatorio (M2).

A IL-4 IL-13 ARG1 MRC1
_13 * ok
o
Eﬂ % .
£ 3 3 . ******
Z% 2 . . . -
%m -l ° sl |-
RN E al B
¢ 0L [ I‘Iﬁ []
D L] L] L] T T L] L] L] T L] L] T
- 10100 - 10100 - 10100 - 10100 BMPSG (ng/ml)
B

2.0 IL-1 IL-6 TNFa

1.54 °

o %

o8

1.0

ARNmM
(veces de cambio)

& * K]
0.5 | 15
1) n‘ L
0.B T L] T T L] T T T T
- 10 100 - 10 100 - 10 100 BMPE (ng/ml)

Figura 38. BMP6 promueve la diferenciacion de macré6fagos humanos hacia el fenotipo
antinflamatorio (M2) A y B. Niveles de ARNm de los genes IL-4, IL-13, ARG1 y MRC1 (A) e IL-18, IL-
6 y TNFa (B) determinados mediante RT-gPCR y normalizados con el gen 36B4. Los datos estan
expresados como veces de aumento relativo a la condicion control (siC MC-C, 1) y presentados como

media + SEM. Condiciones experimentales: Células THP1 tratadas con BMP6 a 10 o 100 ng/ml o con

vehiculo (-) durante 24 horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05,
**p<0,01 y ****p<0,0001, BMP6 10 0 100 ng/ml vs. -.

En similitud con estos resultados, un estudio revelé que BMP6 también promueve la expresion
de IL10, otra citoquina que suprime la inflamacién en macréfagos, en células THP1 (Lee et
al.,, 2013). Estos resultados obtenidos utilizando lineas de macr6fagos humanos son
contrarios a los efectos de BMP6 presentados previamente en macréfagos murinos, donde se
observé que BMP6 induce la expresién de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IL13 (Kwon
et al., 2009; Lee et al., 2011). La diferencia en los resultados obtenidos puede residir en que
tratindose de diferentes tipos celulares sean necesarias distintas dosis o tiempos para
observar dicho aumento de marcadores antinflamatorios.
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6. CONCLUSION

Como ya se ha comentado, debido a su progresion fulminante es necesario un diagnéstico y
prondstico precoz del ALF para facilitar su correcto manejo. En este sentido, la busqueda de
biomarcadores seroldgicos es esencial. En los resultados presentados en este estudio se
demuestra que tanto los niveles hepaticos de BMP6 como los circulantes estan elevados en
ratones sometidos a un modelo de ALF inducido por APAP. De hecho, el contenido circulante
de BMP6 en pacientes con sobredosis de APAP mostré una correlacion positiva y significativa
con los niveles en suero de la transaminasa GPT, posicionando esta proteina como un posible

nuevo biomarcador para diagndstico y/o pronéstico de DILI por APAP.

Por otro lado, también se aportan nuevos conocimientos referentes a la contribucién de BMP6
en la respuesta inflamatoria, mas especificamente, en la comunicacién entre hepatocitos y
macrofagos tras el tratamiento con APAP. Los resultados en el sistema celular propuesto
sugieren que, durante la necrosis de los hepatocitos, BMP6 se libera y promueve la expresion
de marcadores M2 en macréfagos, en un intento de contrarrestar la respuesta inflamatoria
(Figura 39). De hecho, la ausencia de BMP6 en el MC de hepatocitos tratados con APAP,
debilita esta respuesta M2, favoreciendo el ciclo de inflamacion en respuesta al APAP; sin
embargo, futuras investigaciones son necesarias para terminar de establecer el papel de
BMP6 en la inflamacion inducida por APAP.

Hepatocitos

oo ]o e

sllle lle

BMP6

Macréfagos
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Figura 39. El aumento de expresiéon hepatica de BMP6 inducida por APAP favorece la

diferenciacion de macréfagos hacia el fenotipo M2.
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En resumen, los resultados del presente estudio implican a BMP6 como un nuevo
biomarcador y una potencial diana terapéutica para el DILI derivado de sobredosis por APAP,
ya que niveles elevados de BMP6 en suero se asociaron con un mayor dafio hepatico.
Asimismo, en el ambito terapéutico, BMP6 ha resultado ser clave en la comunicacion entre
hepatocitos y macréfagos a la hora de establecer una respuesta antinflamatoria durante la

hepatotoxicidad por APAP.
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CAPITULO III

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 8A
(BMP8A) EN MODELOS EXPERIMENTALES DE FIBROSIS HEPATICA Y EN UNA
COHORTE DE PACIENTES CON FIBROSIS DERIVADA DE NAFLD.

Como ya se ha comentado, las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) juegan un papel en la
fisiopatologia hepéatica. En este sentido, se ha demostrado el papel fisiopatoldgico de algunas
proteinas BMP tales como BMP3B, BMP4, BMP6, BMP8B y BMP9, en modelos animales y
pacientes con NAFLD (Arndt et al., 2015; Mahli et al., 2019; Peng et al., 2019; Platko et al.,
2019; Yang et al., 2019). Asimismo, un gran nimero de estudios clinicos traslacionales han
mostrado que los niveles séricos de diferentes BMP estan modulados en pacientes con CLD,
mas especificamente BMP2 (Patricia et al.,, 2022), BMP7 (Aktug Demir et al.,, 2014;
Chayanupatkul et al., 2009; Tacke et al., 2007; Wang et al., 2018; Zoheiry et al., 2015), BMP9
y BMP10 (Owen et al., 2020).

Como miembro de la familia de las BMP, BMP8A se ha descrito como un factor involucrado
en la espermatogénesis y en la regulacién de la proliferacion de células epiteliales del Gtero
en ratones (Chung et al., 2015; Wu et al., 2017). Ademas, la concentracion de BMP8A
circulante ya se ha propuesto como nuevo biomarcador para el diagndstico temprano del
cancer de tiroides en humanos (Liu et al., 2020); sin embargo, todavia no se conoce su

potencial implicacién en la progresion de las CLD.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este estudio fue determinar el patron
de expresién de BMP8A en el higado de animales sometidos a diferentes modelos preclinicos
de fibrosis hepéatica, asi como evaluar si los niveles séricos de BMP8A pueden servir como
indicador del grado de fibrosis hepatica en pacientes con NASH, la causa mas comun de CLD

a nivel global.

1. Evaluacion de la expresion hepatica de BMP8A en diferentes modelos murinos de
fibrosis hepatica avanzada.

Para abordar este objetivo, primero, se determiné la expresiéon a nivel de ARNm de BMP8A
en muestras de tejido hepatico obtenidas de los ratones sometidos a los diferentes modelos
experimentales de fibrosis hepatica. Para ello, se realiz6 la extraccion de ARN de dichas

muestras hepaticas y se analizé la expresion del gen Bmp8a mediante RT-qPCR.
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1.1. La expresion hepatica de BMP8A se encuentra aumentada en el higado de
ratones sometidos a un modelo experimental fibrosis por enfermedad

colestasica

En primer lugar, se llevo a cabo un modelo murino de enfermedad colestéasica por el cual los
animales desarrollan fibrosis hepatica. Para ello, se someti6 a los ratones anestesiados a una
cirugia de BDL. Los ratones control (Sham) fueron igualmente anestesiados y sometidos a
cirugia, en este caso sin ligacion del ducto. Tras 28 dias de la operacidn, los animales fueron
sacrificados y se recogieron los higados y sueros de los mismos. El analisis histolégico
mediante tincion con Rojo Sirio, mostré acumulacién de depdsitos de colageno en el tejido
hepatico en los ratones sometidos a BDL en comparacion con los Sham (Figura 40A). Como
era de esperar, se observd un aumento significativo en la expresién de importantes
moduladores del proceso fibrogénico en el higado como el colageno tipo 1 (en inglés, collagen
type 1, COL1A1, Collal) y la actina especifica de musculo liso (aSMA, Acta2) en los ratones
BDL, en paralelo a un aumento en la expresion hepética del inhibidor del activador del
plasminégeno tipo 1 (en inglés, plasminogen activator inhibitor type 1, PAI1, Serpinl), un

marcador de fibrosis ampliamente caracterizado (Figura 40B).
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Figura 40. Modelo experimental de fibrosis hepatica derivada de enfermedad colestéasica. A.
Imagenes representativas de las tinciones con Hematoxilina y Eosina (H&E) y Rojo sirio (4X). Evaluacion
del grado de fibrosis por un pat6logo experto (panel superior) y cuantificacion de Rojo sirio expresado
como porcentaje de area tefiida (panel inferior). B. Expresion hepatica de ARNm de los genes Collal,
Acta2 y Serpinl determinada mediante RT-gPCR y normalizada con el gen 36b4. Los datos estan
expresados como veces de aumento relativo a la condicion control (Sham, 1) y presentados como media
+ SEM. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a operacion BDL o Sham y sacrificados 28

dias después de la operacion (n=7 animales por grupo). BDL, ligacion del ducto biliar. **p<0,01 y

***p<0,005, BDL vs. Sham.

Una vez caracterizado el modelo, se midi6 la expresion a nivel de ARNm de BMP8A en el
tejido hepatico de los animales y se observé un aumento significativo en la expresion del gen
Bmp8a en los ratones BDL en comparacion a sus controles (Figura 41A). Asimismo, se
encontré una correlacion positiva estadisticamente significativa entre la expresion hepatica de
BMP8A y el grado de fibrosis, asi como con los niveles de expresién de los marcadores de

fibrosis descritos previamente (Figura 41B-E).
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Figura 41. La expresion hepéatica de BMP8A esta aumentada en un modelo experimental de
fibrosis mediante BDL. A. Expresion hepéatica de ARNm del gen Bmp8a determinada mediante RT-
gPCR y normalizada con el gen 36b4. Los datos estan expresados como veces de aumento relativo a
la condicion control (Sham, 1) y presentados como media + SEM. B-E. Analisis de la correlacién entre
los niveles de ARNm del gen Bmp8a con el grado de fibrosis y con la expresién de los genes Collal,
Acta2 y Serpinl, respectivamente. Condiciones experimentales: Ratones sometidos a operacion BDL o
Sham y sacrificados 28 dias después de la operacion (n=7 animales por grupo). BDL, ligacién del ducto
biliar. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,005 y ****p<0,0001, BDL vs. Sham.
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1.2. La expresion hepatica de BMP8A se encuentra aumentada en el higado de
ratones sometidos a un modelo experimental de fibrosis hepatica inducida por

tetracloruro de carbono (CCl4)

Para determinar si el aumento de expresion de BMP8A observado en el modelo de BDL se
produce como consecuencia del proceso fibrogénico y no por el dafio hepatico derivado de la
colestasis, se realiz6 un modelo experimental clasico para inducir el desarrollo de fibrosis
hepatica. Para ello, se administré a los ratones una dosis de 1,6 mg/kg de tetracloruro de
carbono (CCl,) por via intraperitoneal (i.p.) dos veces por semana durante 6 semanas. A los
ratones control se les administro el vehiculo (aceite de oliva, VEH) de igual manera. Una vez

finalizado el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se recogieron los higados.

Del mismo modo que sucedia en el modelo de BDL, en paralelo al desarrollo de fibrosis se
observo un aumento en la expresion hepatica de los marcadores de fibrosis COL1A1 y PAIl
(Figura 42A). Asimismo, se observd un aumento en la expresion a nivel de ARNm del gen
Bmp8a en los higados de ratones tratados con CCl, respecto al grupo control (Figura 42B).
De hecho, se observd que el aumento de expresion de BMP8A fue paralelo al aumento de

expresion hepatica de los marcadores de fibrosis (Figura 42C y D).
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Figura 42. La expresion hepética de BMP8A esta aumentada en un modelo experimental de
fibrosis inducida por CCls. A y B. Niveles hepéticos de ARNm de los genes Collal, Serpinly Bmp8a
determinados mediante RT-gPCR y normalizados con el gen 36b4. Los datos estan expresados como
veces de aumento relativo a la condicién control (VEH, 1) y presentados como media + SEM. C y D.
Analisis de la correlacion entre los niveles de ARNm del gen Bmp8a con la expresion de los genes
Collal y Serpinl, respectivamente. Condiciones experimentales: Ratones tratados con CCls 0 vehiculo

(VEH) i.p. dos veces por semana durante 6 semanas. (n=6 animales por grupo). *p<0,05 y **p<0,01,

CCls vs. VEH.
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1.3. La expresion hepatica de BMP8A se encuentra aumentada en el higado de
ratones sometidos a un modelo experimental de fibrosis derivada de NAFLD

Una de las principales causas de fibrosis hepética a nivel global es la NAFLD (Younossi et al.,
2018). Como ya se ha comentado, entre el 40 y 50% de pacientes con NAFLD progresan al
grado de esteatohepatitis (NASH), la forma clinicamente mas relevante de esta enfermedad,
gue se puede dar en presencia de diferentes grados de fibrosis (Younossi et al., 2016). De
hecho, la presencia y el grado de fibrosis son factores determinantes para establecer el

pronostico de la enfermedad (Hardy et al., 2016).

Para evaluar si la modulacion de BMP8A observada en los modelos previos se da también en
fibrosis derivada de NAFLD, se establecié un modelo murino de NAFLD inducido por dieta.
Para ello, se aliment6 a los ratones con una dieta alta en grasa (60% de grasa) (HFD), o dieta
estandar en el caso del grupo control (CHD), durante 16 semanas, tras las cuales los ratones
fueron sacrificados y se recogieron los higados. El analisis histoldgico mediante tincion con
H&E permitié determinar el grado de enfermedad que fue evaluado por un patélogo experto
utilizando el NAFLD activity score. Como era de esperar, el tejido hepatico procedente de
ratones que habian recibido una dieta HFD presenté las caracteristicas tipicas de NASH, tales
como esteatosis, inflamacion lobular y ballooning (Figura 43A). El grado de fibrosis se
determiné gracias a la tincion con Rojo Sirio (Figura 43A). Asimismo, se observé un
incremento en la expresion hepatica de los marcadores de fibrosis COL1Al y PAIL1 en los

ratones alimentados con HFD (Figura 43B).
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Figura 43. Modelo experimental de fibrosis hepatica derivada de NAFLD. A. Imagenes
representativas de las tinciones con Hematoxilina y Eosina (H&E) y Rojo sirio (4X). Evaluacion del
NAFLD activity score por un patélogo experto (panel superior) y cuantificaciéon de Rojo sirio expresado
como porcentaje de area tefiida (panel inferior). B. Expresion hepatica de ARNm de los genes Collaly
Serpinl determinada mediante RT-qPCR y normalizada con el gen 36b4. Los datos estan expresados
como veces de aumento relativo a la condicion control (CHD, 1) y presentados como media + SEM.
Condiciones experimentales: Ratones alimentados con HFD o CHD (grupo control) durante 16 semanas

(n=5 animales por grupo). *p<0,05 y **p<0,01, HFD vs. CHD.

A continuacion, se midié la expresién hepéatica a nivel de ARNm de BMP8A y se observé un
incremento significativo en la expresion del gen Bmp8a en las muestras de ratones
alimentados con HFD respecto a los controles (Figura 44A). De hecho, la expresién hepatica
de BMP8A correlacion6 positivamente y de manera significativa con la puntuacién obtenida
del NAFLD activity score, el grado de fibrosis y con la expresion hepatica de los marcadores
de fibrosis (Figura 44B-E).
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Figura 44. La expresion hepéatica de BMP8A esta aumentada en un modelo experimental de
fibrosis inducida por dieta. A. Expresién hepatica de ARNm del gen Bmp8a determinada mediante
RT-qPCR y normalizada con el gen 36b4. Los datos estan expresados como veces de aumento relativo
a la condicion control (CHD, 1) y presentados como media + SEM. B-E. Analisis de la correlacién de los
niveles de ARNm del gen Bmp8a con el NAFLD activity score y el grado de fibrosis y con la expresion
de los genes Collal y Serpinl, respectivamente. Condiciones experimentales: Ratones alimentados

con HFD o CHD (grupo control) durante 16 semanas (n=5 animales por grupo). *p<0,05, **p<0,01 y
***n<0,005, HFD vs. CHD.
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Estudios experimentales previos ya habian reportado que la expresion de diferentes miembros
de la familia de las BMP esté incrementada en higados fibréticos. En este sentido, Zhang y
colaboradores observaron que ratas sometidas a BDL mostraron un incremento en la
expresion hepatica de BMP7 en comparacion con el grupo control (Zhang et al., 2012).
Ademas, la expresion de BMP7 a nivel de proteina también se observé elevada en higados
de ratones sometidos a un dafio hepético agudo inducido por CCls, pero no en aquellos
sometidos a un dafio crénico inducido por este téxico (Zou et al., 2019). Curiosamente, solo
se detecté un incremento en la expresion hepatica de BMP6 en animales sometidos a un
modelo de NAFLD inducida por dieta, pero no en modelos de fibrosis derivados de BDL o CCl4
(Arndt et al., 2015). En linea con nuestros resultados, los niveles hepaticos de BMP8B se
vieron inducidos en paralelo al grado de fibrosis en un modelo de NASH basado en dieta y en
un modelo de dafio crénico inducido por CCls (Mahli et al., 2019; Vacca et al., 2020). Por el
contrario, la expresién hepéatica a nivel de ARNm y proteina de BMP9 disminuy6 en modelos
animales de colestasis (Addante et al.,, 2018). Estos estudios, en conjunto con nuestros
resultados, indican que las proteinas BMP pueden jugar un papel importante en la patogénesis
de la fibrosis hepatica. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que BMP8A puede
ser un importante mediador en la progresion de la fibrosis hepatica, independientemente de
la etiologia de la que se derive el dafio hepatico crdnico; sin embargo, son necesarios mas
estudios experimentales para dilucidar de forma mas precisa el papel de BMP8A en la

fisiopatologia de la fibrosis hepética.

2. Evaluacion de la expresion y secrecion de BMP8S8A en un modelo in vitro de fibrosis

Las células estrelladas hepéticas juegan un papel clave en el desarrollo de la fibrosis; su
activacion por diferentes sefales de dafio, inflamacion o estrés es el evento precipitante por
el cual se produce la fibrosis. Una vez activadas, las HSC secretan componentes de la ECM
gue se acumulan formando una cicatriz como respuesta a un dafio crénico en el tejido

hepatico.

En un intento de esclarecer la posible fuente celular de BMP8A en el higado, llevamos a cabo
un modelo fibrogénico in vitro. Para ello se utiliz6 la linea celular de HSC humanas LX2 y la

linea de hepatocitos humanos derivada de hepatocarcinoma Huh7.

2.1. Modelo in vitro de fibrosis en la linea celular LX2

Para llevar a cabo el modelo in vitro, se estimularon células LX2 con TGF[, citoquina

secretada por diferentes tipos celulares que favorece la activacion de las HSC (Puche et al.,
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2013), a 10 ng/ml durante 24 horas para inducir su paso de un estado quiescente a un estado
activado. Transcurridas 24 horas se observo que las células expuestas a TGFf3 cambiaron su
morfologia, presentando un fenotipo de tipo miofibroblasto (Figura 45A), caracteristica propia
de la activacion de estas células. Asimismo, las células tratadas con TGF aumentaron la
expresion a nivel de ARNm de los marcadores de activacion COL1A1, aSMA 'y TGF (Figura
45B). Del mismo modo, la expresion a nivel de proteina de COL1A1 y aSMA también se vio

incrementada en las células HSC activadas (Figura 45C).
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Figura 45. Modelo de fibrosis in vitro en las células LX2. A. Imagenes representativas de contrate
de fases de células LX2 en estado quiescente (C) y activadas con TGFB (TGFB). B. Niveles hepaticos
de ARNm de los genes COL1A1, ACTA2 y TGFB1 determinados mediante RT-qPCR y normalizados
con el gen 36B4. C. Imagenes representativas de Western blot del lisado celular de LX2 con los
anticuerpos indicados y su normalizacion con la tincion con Ponceau como control de carga. Los datos
estan expresados como veces de aumento relativo a la condicién control (C, 1) y presentados como
media + SEM. Condiciones experimentales: Células LX2 tratadas con o sin TGF[3 a 10 ng/ml durante 24

horas. (n>3 experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05 y **p<0,01, TGFB vs. C.

2.2. Las células Huh7 expresan y secretan BMP8A tras la estimulacion con el
secretoma de HSC activadas

El siguiente paso fue determinar si los hepatocitos, que son el tipo celular mayoritario del
higado, podrian ser la principal fuente de produccion de BMP8A. Para abordar esta cuestion,
se expuso a células Huh7 al medio condicionado (MC) de LX2 quiescentes (LX2q) o activadas

(LX2a) durante 24 horas (Figura 46A) y se observo un incremento significativo en la expresiéon
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a nivel de ARNm de BMP8A en las células Huh7 tratadas con el MC procedente de LX2a en
comparacion con aquellas expuestas a MC de LX2q (Figura 46B). Cabe destacar que la
morfologia de las células Huh7 no se modificé en ninguna de las condiciones experimentales
(Figura 46C). Ademas, en el sobrenadante de Huh7 estimuladas con MC de LX2a se detectd
presencia de la proteina BMP8A (Figura 46D). Estos resultados sugieren que los
componentes producidos por las HSC activadas son suficientes para inducir la expresion y

secrecion de BMP8A en hepatocitos.
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Figura 46. El medio condicionado de células LX2 activadas induce la expresion y liberacion de
BMP8A en las células Huh7. A. Condiciones experimentales: Células Huh7 expuestas durante 24
horas al medio condicionado (MC) de LX2 activadas con TGFB (LX2a) o quiescentes (LX2q). B. Nivel
de ARNm del gen BMP8A determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36B4. Los datos

estan expresados como veces de aumento relativo a la condicion control (MC LX2q, 1) y presentados
como media + SEM. C. Iméagenes representativas de contrate de fases de células Huh7 tratadas con
MC de LX2a o LX2g. D. Imégenes representativas de Western blot del sobrenadante celular de Huh7
con el anticuerpo frente a BMP8A y la tincién con Ponceau como control de carga. (n>3 experimentos
independientes realizados por duplicado). ****p<0,0001, MC LX2a vs. MC LX2q.

De hecho, se sabe que una vez activadas, las HSC liberan citoquinas y quimioquinas entre
ellas TGFB, que gracias a una estimulaciéon autocrina favorecen la progresion del proceso
fibrogénico (Schon & Weiskirchen, 2014). En este sentido, al tratar células Huh7 con TGFf3
(10 ng/ml), se observé que también aumenta la expresion del gen BMP8A en estas células en
presencia de esta citoquina (Figura 47). Sin embargo, el aumento fue menor que el encontrado

tras estimular estos hepatocitos con el MC de las HSC activadas, lo que sugiere que, ademas
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del TGFB, otros componentes del secretoma de estas células estan implicados en la induccion

de la expresion de BMP8A en hepatocitos.
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Figura 47. La estimulaciéon con TGFB induce la expresion de BMP8A en Huh7. Nivel de ARNm del
gen BMP8A determinado mediante RT-gPCR y normalizado con el gen 36B4. Los datos estan
expresados como veces de aumento relativo a la condicién control (C, 1) y presentados como media £

SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con TGF@ a 10 ng/ml durante 24 horas. (n>3

experimentos independientes realizados por duplicado). *p<0,05, TGFf{ vs. C.

3. Evaluacion de la concentracion circulante de BMP8A en el modelo de ratones

sometidos a BDL

Teniendo en cuenta que en el modelo de fibrosis in vitro los hepatocitos, en presencia de MC
procedente de HSC activadas, liberan BMP8A al medio de cultivo, se plante6 si el aumento
de expresion hepatica de BMP8A observado en los higados de ratones sometidos a los
modelos de fibrosis se podria ver también reflejado a nivel circulante. Por tanto, se cuantifico
la concentracion de BMP8A mediante ELISA en las muestras de suero de los ratones
sometidos a BDL y sus controles (Sham). Los resultados mostraron que la concentracion de
BMP8A en el suero de los ratones con BDL es significativamente superior a la de los ratones
control (Figura 48A), encontrando una asociacion estadisticamente significativa de los niveles
en suero de BMP8A con su expresién hepéatica, asi como con el grado de fibrosis (Figura 48B-
C). Estos resultados sugieren que BMP8A podria ser un buen biomarcador sérico para la

deteccidn de fibrosis hepatica.
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Figura 48. Niveles circulantes de BMP8A en el modelo experimental de fibrosis hepatica mediante
BDL. A. Niveles circulantes de BMP8A determinados mediante ELISA. Los datos estan expresados
como pg/ml y presentados como media + SEM. B y C. Andlisis de la correlacién entre los niveles
circulantes de BMP8A y la expresion hepética del gen Bmp8a y el grado de fibrosis. Condiciones
experimentales: Ratones sometidos a operacién BDL o Sham y sacrificados 28 dias después de la
operacién (n=7 animales por grupo). BDL, ligacion del ducto biliar. **p<0,01, BDL vs. Sham.

4, Cuantificacion de la concentracion sérica de BMP8A en una cohorte de pacientes

con fibrosis hepatica

Se sabe que el grado de fibrosis es el principal factor prondstico de la morbilidad y mortalidad
derivada de enfermedad hepética en pacientes con CLD (Ekstedt et al., 2015; Hardy et al.,
2016). Por consiguiente, una evaluacion precisa del grado de fibrosis hepética es esencial
para un manejo clinico adecuado. En este sentido, la identificacion de biomarcadores no
invasivos de fibrosis hepatica ha ganado interés ya que ofrecen una alternativa mas rapida y

econOmica que otros métodos diagndsticos (Baranova et al., 2011).

Los resultados obtenidos en los modelos experimentales indican que los niveles en suero de
BMP8A pueden tener una relevancia potencial para predecir el grado de fibrosis hepética.
Para ahondar en esta hip6tesis, se midieron los niveles circulantes de BMP8A en una cohorte
de pacientes con NASH con vy sin fibrosis avanzada, asi como en individuos con higado

histol6gicamente normal (HN).

4.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

En esta cohorte se incluyeron 85 pacientes con NASH diagnosticada mediante biopsia
hepatica, asi como 36 individuos con HN a los que se habia realizado una biopsia hepética
durante una colecistectomia laparoscépica. El grado de fibrosis fue evaluado por un patélogo
experto y los pacientes con NASH se dividieron entre aquellos que presentaron ausencia de
fibrosis o fibrosis leve (FO-F2) (n=52) y los que presentaron fibrosis avanzada (F3-F4) (n=33).

Posteriormente se realizd un estudio de las caracteristicas clinicas y antropométricas de la
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cohorte, las cuales se muestran en la Tabla 4. Como era de esperar, existen diferencias
significativas entre los individuos con HN y los pacientes con NASH, presentando estos
ultimos mayor indice de masa corporal (IMC), mayor prevalencia de diabetes y niveles
mayores de marcadores bioquimicos como la glucosa, los triglicéridos y las transaminasas
(GOT, GPT y GGT). Entre los pacientes con NASH, aquellos que presentaron fibrosis
avanzada tienen una edad significativamente mayor; ademas existe una mayor prevalencia
de diabetes en este grupo. Por altimo, los pacientes con fibrosis avanzada presentaron niveles
significativamente mayores de GGT y de plaquetas en comparacién con aquellos pacientes
con fibrosis leve o ausencia de la misma.

Tabla 4. Caracteristicas de la poblaciéon de estudio

Higado normal (HN) Fibrosis leve (FO-F2) Fibrosis avanzada (F3-F4)

(n=36) (n=52) (n=33)
Edad (afios) 56,82 + 12,48 52,75+ 11,89 60,64 +9,37%
Sexo (mujer/hombre, %) 58,33 /41,67 59,62 /40,38 48,48 / 51,52
IMC (kg/m?) 27,72 £5,93 34,92 + 7,99%+** 32,6 + 4,63***
Glucosa (mg/dL) 94,17 + 12,76 125,9 £ 55,49** 120 + 46,13*
Diabetes (%) 11,1 53,8**** 75,8%xxxk
Triglicéridos (mg/dL) 107,2 + 53,23 181 + 133, 7%%** 159,7 + 74,75
Colesterol total (mg/dL) 186 +41,1 197,5 + 46,83 194,4 + 35,55
GOT (IU/L) 19,5+ 5,79 61 £ 121,6%** 48,15 £ 29,74****
GPT (IU/L) 20,58 £ 12,03 67,33 + 86,66**** 54,97 + 35,9%***
GGT (IU/L) 40,39 £ 29,79 96,52 + 158** 136,5 + 189, 1%+
Plaquetas (10%L) 233,3£65,5 234,1 + 64,38 186,6 + 68,56*#
Albumina (g/L) 44,85 + 3,61 45,3 + 3,64 44,71 + 3,16
Fibrosis (%)
Grado O 100% 32,7%
Grado 1 40,38%
Grado 2 26,92%
Grado 3 66,67%
Grado 4 33,33%
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Los datos se muestran como media + SD o como ndmero de casos (%). IMC, indice de masa corporal;
GOT, glutdmico oxalacético transaminasa; GPT, transaminasa glutdmico pirGvica; GGT, gamma-
glutamil transferasa. (n=121); **p<0,01, ***p<0,005 y ***p<0,0001, fibrosis leve (FO-F2) o avanzada (F3-
F4) vs. HN; #p<0,05 y #p<0,01, fibrosis avanzada (F3-F4) vs. fibrosis leve (FO-F2).

4.2. La concentracion de BMP8A esté elevada en el suero de pacientes con fibrosis

hepéatica avanzada

Una vez caracterizada la cohorte de estudio, se cuantifico la concentracion de BMP8A en el
suero de pacientes con NASH, asi como en el suero de los individuos con HN. Entre los
pacientes con NASH, se encontr6 que la concentracion de BMP8A circulante esti
significativamente elevada en aquellos que presentaron fibrosis avanzada (F3-F4) (312,1 £
106,5 pg/mL, n=33) en comparacion con aquellos con fibrosis leve o ausencia de fibrosis (FO-
F2) (222,3 + 116,8 pg/mL, p=0,0001, n=52), asi como en comparacion con los individuos con
HN (227,8 + 136 pg/mL, p=0,0019, n=36, Figura 49A). Cabe destacar que no se observaron
diferencias significativas en los niveles en suero de BMP8A entre los pacientes con FO-F2 y
aquellos con HN. Ademas, se observd una elevacién significativa y progresiva del BMP8A
circulante en pacientes con NASH paralela a la progresion del dafio hepatico hacia grados de

fibrosis mas significativos (r=0,3978, n=85, p=0,0002, Figura 49B).
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Figura 49. Los niveles circulantes de BMP8A se encuentran aumentados en una cohorte de
pacientes con fibrosis hepética. A. Niveles circulantes de BMP8A determinados mediante ELISA. Los
datos estan expresados como pg/ml y presentados como media + SD. B. Analisis en la poblacion de
estudio de la correlacion entre los niveles circulantes de BMP8A y el grado de fibrosis. Poblacién de
estudio: 85 pacientes con NASH, 52 con ausencia de fibrosis o fibrosis leve (FO-F2), y 33 con fibrosis
avanzada (F3-F4), y 36 individuos con higado histolégicamente normal (HN). **p<0,01 y ***p<0,005, F3-
4 vs. FO-2 o HN.

Este es el primer estudio en el que se determina la concentracion circulante de BMP8A en
pacientes con fibrosis hepética. Otros estudios ya habian reportado anteriormente que en

pacientes con CLD se puede detectar una modulacion de los niveles séricos de diferentes
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proteinas BMP. En este sentido, se ha mostrado que los niveles circulantes de BMP7 estan
incrementados en pacientes con CLD de diferentes etiologias (Aktug Demir et al., 2014; Tacke
et al., 2007; Zoheiry et al., 2015); mientras que la concentracién de BMP7 se vio disminuida
en suero de pacientes con cancer hepatico (Wang et al., 2018). Por el contrario, los niveles
séricos de BMP9 y BMP10 se vieron disminuidos en pacientes con cirrosis en comparacion
con pacientes con fibrosis hepatica pre-cirrética, por lo que se han asociado con la severidad
de la enfermedad (Owen et al., 2020).

5. BMPS8A es un predictor independiente de fibrosis avanzada

Finalmente, para evaluar la utilidad de BMP8A circulante para predecir fibrosis avanzada (F3-
F4), se analiz6 el &rea bajo la curva COR (en inglés, Receiver Operating Characteristic, ROC)
de esta variable en la poblacién de estudio. El area bajo la curva ROC (en inglés, area under
the ROC curve, AUROC) de BMP8A circulante para identificar pacientes con fibrosis
avanzada (F3-F4) fue de 0,74 (IC95% [0,63-0,85]; p<0,0001, Figura 50).
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Puesto que los marcadores directos o indirectos se pueden utilizar solos 0, mas cominmente,
en combinacién con otras variables clinicas para desarrollar indices compuestos, se
combinaron los niveles séricos de BMP8A con otras variables independientes clinicamente
relevantes, para llevar a cabo un analisis de regresion logistica multivariante en la poblacion
de estudio (Tabla 5).
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Tabla 5. Andlisis univariante y multivariante de las variables independientes asociadas

a fibrosis avanzada en la poblaciéon de estudio

Andlisis univariante

Andlisis multivariante

Variables independientes OR 95% IC p valor OR 95% IC p valor
BMP8A (100 pg/ml) 201  [1,3-31] 0,002 2,15  [1,33-3,48] 0,002
Sexo (mujer/hombre) 1,56 [0,65-3,78] 0,316

Edad (afios) 1,07  [1,02-1,13] 0,004 1,07 [1,01-1,13] 0,02
IMC (kg/m?) 0,95 [0,88-1,02] 0,308

GPT (IU/L) 0,99 [0,98-1] 0,464

GOT (IU/L) 0,99 [0,99-1] 0,574

GGT (IU/L) 1 [0,99-1] 0,309

Plaquetas (10%L) 0,99 [0,98-1] 0,004 0,99 [0,98-1] 0,07
AlbUmina (g/L) 0,95 [0,82-1,09] 0,484

OR, relacion de probabilidades (en inglés, odds ratio); IC, intervalo de confianza; IMC, indice de masa

corporal; GPT, transaminasa glutamico pirdvica; GOT, glutdmico oxalacético transaminasa; GGT,

gamma-glutamil transferasa; (n=121).

BMP8A se identificé como predictor independiente de fibrosis avanzada (OR=2,15 por cada
100 pg/mL, p=0,002) junto con la edad (OR=1,07, p=0,02) y las plaquetas (OR=0,99, p=0,07).
En base a este modelo, se desarroll6 un algoritmo denominado BMP8A fibrosis score (BFS)
con un excelente rendimiento (AUROC=0,82, IC95% [0,72-0,91], p<0,0001, Figura 51).
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Figura 51. Precision diagndstica del algoritmo BMP8A fibrosis score (BFS). Area bajo la curva
ROC (AUROC) mostrando la precisién diagndstica de BFS para detectar fibrosis avanzada (F3-F4).
Poblacién de estudio: Pacientes con NASH (n=85: 52 FO-F2 y 33 F3-F4) y 36 individuos con HN.

A continuacién, se evalud la capacidad diagndstica del modelo aplicando diferentes puntos de
corte en su probabilidad predictiva, que resulté en un buen rendimiento general del modelo
(Tabla 6). Ademés, para establecer el mejor punto de corte, es decir, aquel con mayor
sensibilidad y especificidad para predecir fibrosis avanzada, se utilizé el indice de Youden (en
inglés Youden’s J statistic, J): J= Sensibilidad + (Especificidad — 1). De este modo, se
establecio el mejor punto de corte en 0,46, que es adecuado para predecir fibrosis avanzada
con una especificidad (E) de 84,6% y de descartar fibrosis avanzada con una sensibilidad (S)
del 69,7%. El valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) fue 74,2% y
81,5% respectivamente.
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Tabla 6. Precisiéon diagnéstica de BFS
325(:5’:; " Precision % s E VPP VPN  RV+  RV-
20,10 54,1 82,4 97,0 26,9 457 93,9 1,3 0,1
=0,20 62,4 71,8 93,9 42,3 50,8 91,7 1,6 0,1
20,30 70,6 51,8 78,8 65,4 59,1 82,9 2,3 0,3
20,40 76,5 43,5 75,8 76,9 67,6 83,3 33 0,3
20,46 78,8 36,5 69,7 84,6 74,2 81,5 4,5 0,4
=0,50 77,6 35,3 66,7 84,6 73,3 80,0 43 0,4
=>0,60 72,9 25,9 48,5 88,5 72,7 73,0 4,2 0,6
20,70 70,6 14,1 30,3 96,2 83,3 68,5 8,0 0,7
20,80 65,9 9,4 18,2 96,2 75,0 64,9 4,8 0,9
=0,90 62,3 1,2 3,0 100 100 61,9 - 1,0

BFS, BMP8A fibrosis score; % = ndmero de pacientes con BFS = punto de corte; S, sensibilidad; E,
especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RV+, razén de verosimilitud
positiva; RV-, razon de verosimilitud negativa.

Algunos algoritmos que utilizan marcadores serolégicos, como el FIB4 y el APRI, presentan
buena sensibilidad y especificidad para descartar o considerar la presencia de fibrosis
avanzada en CLD derivadas de diferentes etiologias (Lin et al., 2011; McPherson et al., 2010;
Sterling et al., 2006); sin embargo, todavia son necesarios nuevos biomarcadores o algoritmos

con mayor precision para predecir fibrosis avanzada.

En este sentido, comparando la precision de BFS con estos dos modelos predictivos de
fibrosis validados, BFS mostré mayor valor de AUROC que APRI o FIB4 (0,651, 1C95% [0,53-
0,77] y 0,756, 1C95% [0,65-0,86]), respectivamente, en nuestra poblacion de estudio. Por
tanto, con un Unico punto de corte en 0,46, BFS presentdé mayor precision (78,8%) que APRI
y FIB4 para predecir (60,0% y 65,9%, respectivamente) y descartar (62,3% y 64,7%,
respectivamente) fibrosis avanzada (Tabla 7). Por un lado, BFS mostré6 mayor VPP que APRI
y FIB4 para predecir fibrosis avanzada (74,2% vs. 44,4% y 64,3%, respectivamente) y mejor

razon de verosimilitud positiva (RV+) (4,5 vs. 1,3y 2,8, respectivamente). Por otro lado, para
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descartar fibrosis avanzada, BFS presentd mejor VPN que tanto APRI como FIB4 (81,5% vs.
71,7% y 80,6%, respectivamente), mientras que la razén de verosimilitud negativa (RV-) es
similar a FIB4 (0,4) y mejor que APRI (0,6). Estos resultados sugieren que el rendimiento de
BFS es mejor que APRI o FIB4 para predecir y descartar fibrosis avanzada en nuestra

poblacién de estudio.

Tabla 7. Comparacién del rendimiento diagnostico de BFS y otros algoritmos

ampliamente utilizados para detectar alto riesgo de fibrosis avanzada (F3-F4).

BFS APRI FIB4
Rendimiento diagnéstico 20,46 <0,5 21,5 <1,30 22,67
Precision 78,8 62,3 60,0 64,7 65,9
% 36,5 54,1 10,6 42,4 16,5
S 69,7 60,6 12,1 78,8 27,3
E 84,6 63,5 90,4 55,8 90,4
VPP 74,2 51,3 44,4 53,1 64,3
VPN 81,5 71,7 61,8 80,6 66,2
RV+ 4,5 1,7 1,3 18 2,8
RV- 0,4 0,6 1,0 0,4 08

BFS, BMPS8A fibrosis score; % = nimero de pacientes con BFS = punto de corte; S, sensibilidad; E,
especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RV+, razén de verosimilitud

positiva; RV-, razon de verosimilitud negativa.

Actualmente, la mayoria de indices predictivos de diagndéstico no invasivo utilizan dos puntos
de corte diferentes para considerar o descartar fibrosis avanzada, estableciendo en
consecuencia una zona gris que deja una alta proporcion de pacientes sin clasificar. De

acuerdo con la categorizaciéon obtenida con la aplicacion del APRI y el FIB4 en nuestra
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cohorte, el 35,3% y 41,1% de los pacientes se incluyeron en la zona gris, respectivamente. El
valor de BFS recae en su capacidad de distinguir con precision la fibrosis leve y avanzada
utilizando un Unico punto de corte, evitando asi dejar pacientes sin clasificar y, lo que es mas

importante, sin sacrificar excesivamente la sensibilidad o especificidad.

6. CONCLUSION

Como ya se ha comentado, las CLD, independientemente de la etiologia, se caracterizan por

presentar fibrosis hepatica progresiva, siendo esta el principal factor de riesgo asociado a
mortalidad y morbilidad en estos pacientes. En el presente estudio, se aportan datos que
revelan, por primera vez, que la expresion hepéatica de BMP8A se encuentra incrementada en
distintos modelos preclinicos de fibrosis hepatica y que dicha expresion correlaciona
positivamente con el grado de fibrosis, asi como con los niveles de ARNm de diferentes
marcadores fibrogénicos. Ademas, se han identificado a los hepatocitos como posible fuente

celular de BMP8A en respuesta a la activacion de las HSC, un paso clave en el inicio de la

fibrosis hepatica (Figura 52).
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Figura52. Laconcentracion hepaticay circulante de BMP8A se encuentraaumentada en modelos
de fibrosis hepatica. La activaciéon de HSC durante la fibrosis promueve la expresion y liberacion de

BMP8A en hepatocitos.

Uno de los hallazgos mas importantes de este estudio es que el incremento de expresion
hepatica del gen Bmp8a en ratones sometidos a BDL se vio reflejado en un aumento en los

niveles séricos de esta BMP, que ademas correlaciona con el grado de fibrosis hepatica,
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posicionando esta proteina como un potencial biomarcador para la deteccion no invasiva de
fibrosis. Asimismo, en la cohorte de pacientes diagnosticados mediante biopsia de NASH con
o sin fibrosis avanzada, la concentracion circulante de BMP8A se encontr6 significativamente
asociada con el grado de fibrosis hepatica, indicando que puede ser un marcador para
distinguir fibrosis hepatica avanzada de fibrosis hepatica leve. En concordancia con este
resultado, el andlisis de regresion logistica univariante mostré que la concentracion circulante
de BMPS8A permite identificar pacientes con NASH que presentan grados de fibrosis F3-F4
con buena precision (AUROC, 0,742). Asimismo, combinando esta variable con otras
clinicamente relevantes, y basandonos en la formula derivada del modelo de regresion
logistica multivariante, se desarroll6 un algoritmo denominado BMP8A fibrosis score (BFS)
combinando BMPS8A circulante (OR=2,15 por cada 100 pg/mL, p=0,002), con la edad
(OR=1,07, p=0,02) y las plaguetas (OR=0,99, p=0,07) obteniendo un rendimiento excelente
para predecir fibrosis avanzada en los pacientes con NASH de nuestra cohorte
(AUROC=0,818, p<0,0001).

Cabe destacar, que el nuevo algoritmo serolégico descrito en este estudio denominado BFS
presentd mayor rendimiento para predecir fibrosis hepatica avanzada en nuestra cohorte de
estudio que APRI y FIB4, dos de los algoritmos mas ampliamente utilizados para evaluar
fibrosis hepética en pacientes con CLD de diferentes etiologias (Lin et al., 2011; McPherson
et al., 2010; Sterling et al., 2006).

La principal limitacion de este estudio es que solo incluye pacientes con fibrosis hepatica
derivada de NASH vy, por tanto, los resultados pueden ser diferentes en pacientes con CLD
de distintas etiologias. Sin embargo, los estudios preclinicos mostraron que la expresion de
BMP8A esta incrementada en diferentes modelos experimentales de fibrosis hepética. La
validacién de estos resultados en cohortes que incluyan mayor niumero de pacientes con CLD
y de distintas etiologias es imprescindible para implementar el algoritmo BFS como una

herramienta clinicamente util para identificar pacientes con CLD con fibrosis avanzada.

Por tanto, los resultados del presente estudio aportan por primera vez evidencia de que los
niveles hepaticos y séricos de BMP8A estdn anormalmente elevados en modelos
experimentales de fibrosis hepatica y en el suero de pacientes con NASH que presentan
fibrosis avanzada, indicando que BMP8A es una nueva diana molecular asociada a la
fibrogénesis hepatica. Ademas, se ha definido un algoritmo sencillo y eficiente capaz de

discriminar fibrosis hepatica avanzada con una buena precision en pacientes con NASH.
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CAPITULO IV

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 2
(BMP2) EN MODELOS EXPERIMENTALES DE ESTEATOSIS HEPATICA Y EN
UNA COHORTE DE PACIENTES CON NAFLD.

La NAFLD se esta convirtiendo en la CLD mas prevalente a nivel global y se considera la
manifestacién hepatica del sindrome metabdlico (Marchesini et al., 2001; Younossi et al.,
2018).

Como ya se ha comentado, las proteinas BMP juegan un papel en la fisiopatologia hepéatica.
En este sentido, mientras que se ha demostrado el papel fisiopatoldgico de algunas BMP tales
como BMP3B, BMP4, BMP6, BMP8B y BMP9, en modelos animales y pacientes con NAFLD
(Arndt et al., 2015; Mahli et al., 2019; Peng et al., 2019; Platko et al., 2019; Yang et al., 2019),
poco se conoce de la implicacion de BMP2 en modelos experimentales de NAFLD (Thayer et
al., 2020), y de momento no hay datos que relacionen BMP2 con la progresion de esta

enfermedad en pacientes.

Por ello, en este estudio se propuso explorar el impacto de BMP2 en el desarrollo de la
NAFLD, mediante la cuantificacion de la expresion hepatica y circulante de esta proteina en
modelos experimentales y cohortes de pacientes con NAFLD. Del mismo modo se quiso

evaluar la utilidad de BMP2 como marcador prondstico y/o diagndstico de dicha enfermedad.

1. Evaluacion de la expresion hepatica de BMP2 en un modelo experimental de
NAFLD

Para evaluar la modulacién en la expresion hepatica de BMP2 se realiz6 un modelo
experimental de NAFLD. En este sentido, cabe destacar que los modelos animales han jugado
un importante papel a la hora de estudiar los mecanismos fisiopatoldgicos de la NAFLD. Sin
embargo, ningin modelo es capaz de reproducir todas las principales caracteristicas de la

NAFLD avanzada que se encuentran presentes en humanos.

Se disefid un modelo murino basado en dieta en el que los ratones fueron alimentados con
una dieta con alto contenido en grasa (45% de grasa) (HFD) para inducir NAFLD, mientras
gue el grupo control se alimenté con dieta hormal (CHD). Los animales fueron sacrificados
tras 16 semanas de alimentacion con la dieta mencionada; se recogieron el higado y el suero

de los ratones y se almacenaron convenientemente para futuros analisis.
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Como era de esperar, los ratones alimentados con HFD ganaron significativamente mas peso
a lo largo del estudio en comparacion con los animales alimentados con CHD (Figura 53A). El
analisis histol6gico de las muestras hepaticas mostré que los higados procedentes de la
mayoria de los ratones alimentados con HFD presentaron caracteristicas histol6gicas propias
de NASH. Se observé acumulacién de grasa, infiltracion de células inflamatorias y/o
ballooning. Asimismo, se establecio la puntuacion NAFLD activity score (NAS score) para
cada una de las muestras. La presencia de fibrosis en el tejido hepatico se evallio mediante
tincién de las muestras con Rojo Sirio; el maximo grado de fibrosis observado en los animales
fue grado 2 (fibrosis perisinusoidal y/o portal/periportal y puentes de fibrosis incompletos)
(Figura 53B).
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Figura 53. Caracterizacion del modelo animal de NAFLD. A. Medida de los pesos de los ratones
tomadas dos veces por semana. B. Imagenes representativas del tejido hepético tefiido con
Hematoxilina y Eosina (H&E) y Rojo Sirio (4X). Puntuacion de NAFLD activity score (panel superior) y
evaluacion del grado de fibrosis (panel inferior) por un patélogo experto. Condiciones experimentales:

Ratones alimentados con HFD o CHD (grupo control) durante 16 semanas (n=15 animales por grupo).
*p<0,05 y ****p<0,0001, HFD vs. CHD.
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1.1. La expresion hepatica de BMP2 se encuentra aumentada en el higado de

ratones sometidos a un modelo experimental de NAFLD

Una vez establecido el modelo experimental, se estudio la expresion hepética de BMP2 a nivel
de ARNm. Para ello, se realiz6 la extraccion de ARN de los higados procedentes de los
ratones y se analizd la expresion del gen Bmp2 mediante RT-gPCR. Se observé que la
expresion hepética de BMP2 se encuentra significativamente aumentada en los animales
alimentados con HFD en comparacion a los controles (Figura 54A). Ademas, la expresion
hepatica de esta proteina correlaciona de manera significativa tanto con la puntuacion de
NAFLD activity socre como con el grado de esteatosis y de ballooning (Figura 54B-D).
Curiosamente, la expresion de BMP2 no parece estar afectada por la presencia o ausencia
de fibrosis (Figura 54E).
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Figura 54. La expresion hepéatica de BMP2 se encuentra aumentada en el higado de ratones
sometidos a un modelo experimental de NAFLD. A. Nivel hepatico de ARNm del gen Bmp2
determinado mediante RT-gPCR y normalizado con el gen 36b4. B-D. Andlisis de la correlacién entre
los niveles de ARNm del gen Bmp2 y el NAFLD activity score, grado de esteatosis y grado de ballooning.
E. Nivel hepéatico de ARNm del gen Bmp2 determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen
36b4. Los datos estan expresados como veces de aumento relativo a la condicién control (CHD o FO,
1) y presentados como media + SEM. Condiciones experimentales: Ratones alimentados con HFD o

CHD (grupo control) durante 16 semanas (n=15 animales por grupo). ***p<0,005 y ****p<0,0001, HFD
vs. CHD.

Recientemente, se ha demostrado que la inhibicién farmacolégica de la sefalizacion de BMP

reduce la esteatosis hepatica inducida por dieta en ratones obesos interfiiendo en la
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produccion de triglicéridos en el higado (Thayer et al., 2020). Cabe destacar que este estudio
muestra que este efecto es especifico de la inhibicion del receptor de BMP tipo | ALK3. Como
ya se indica en la introduccién de esta Tesis, existe cierta afinidad de los ligandos BMP por
cada receptor; en este caso BMP2, al igual que BMP4, sefaliza preferentemente uniéndose
al receptor ALK3. Por tanto, este estudio propone un posible papel de BMP2 y BMP4 en la
aparicion de NAFLD, lo cual podria explicar el aumento de expresion de dicha proteina

observado en el modelo animal.

2. Evaluacion de la modulacion de la expresion hepatica y circulante de BMP2 en una

cohorte de pacientes con NAFLD

2.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Tras los resultados obtenidos en el modelo animal de NAFLD inducido por dieta, se comprobé
si este aumento de expresion hepatica de BMP2 observada en los ratones se ve reflejada
también en pacientes con NAFLD. Para ello, se estudié una cohorte de 115 pacientes con
diagnostico de NAFLD realizado mediante biopsia hepatica; entre ellos, 56 recibieron un
diagnéstico de NAFL y 59 de NASH. Asimismo, se incluyeron 75 individuos con higado
histol6gicamente normal (HN) a los que se habia realizado una biopsia hepatica durante una
colecistectomia laparoscépica. Primeramente, se realizdé un estudio de las caracteristicas
clinicas y antropométricas de la cohorte con el fin de caracterizar la cohorte de estudio. Dichas
caracteristicas se muestran en la Tabla 8. Brevemente, las mujeres fueron predominantes en
todos los grupos estudiados y los pacientes con NAFLD presentaron una edad
significativamente mas avanzada que los individuos con HN. Como era de esperar, los
pacientes con NASH presentaron un IMC significativamente mayor en comparacion con los
otros dos grupos (HN y NAFL). Ademas, las variables relacionadas con el metabolismo de
gldcidos (glucosa, insulina, HOMA-IR) asi como las enzimas hepéaticas (GPT, GOT y GGT)

mostraron diferencias significativas entre todos los grupos.
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Tabla 8. Caracteristicas de la poblacién de estudio

HN (n=75) NAFL (n=56) NASH (n=59)
Edad (afios) 46,58 £ 14,11 52,51 + 14,15* 55,42 £ 11,1%*
Sexo (mujer/hombre, %) 13,33/ 86,67 33,9/66,1 44,07 / 55,93
IMC (kg/m?) 27,57 £5,1 28,46 = 3,96 34,14 + 6,56%**##
Glucosa (mg/dL) 92,6 £19,46 99,23 + 13,92%** 119,35 + 48,5***
Insulina (uU/L) 7,67 £4,44 10,06 £ 5,36** 21,38 + 15,11 %+
HOMA-IR 1,83+1,31 2,52 £1,53%* 6,19 + 4,92%xx###

Triglicéridos (mg/dL) 122,33 + 66,78

Colesterol total (mg/dL) 191,17 + 38,48

GOT (IU/L) 17,96 + 5,69
GPT (IU/L) 18,52 + 10,1
GGT (IU/L) 32,36 + 29,51
Esteatosis (%)

Grado 0 100%

Grado 1

Grado 2

Grado 3

Ballooning e inflamacién lobular (%)
Grado O 100%
Grado 1
Grado 2
Grado 3

Fibrosis (%)
Grado 0 100%
Grado 1
Grado 2
Grado 3

Grado 4

135,52 £56,47*
203,96 £ 39,13
21,59 + 8,65*
27,12 £ 17,27%*

48,82 + 52,26**

73,21%
17,86%

8,93%

87,5%

12,5%

100%

176,22 + 120,84**#
192,44 + 45,29
42,12 + 25 g5*xx#itt
54,73 + 33,02%+*#

117,24 + 194,33***##

8,5%
28,8%
33,9%

28,8%

1,85%
37,04%
51,85%

9,26%

13,56%
35,6%
18,64%
20,34%

11,86%
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Los datos se muestran como media + SD o como nimero de casos (%). HN, higado normal; NAFL,
higado graso no alcohdlico; NASH, esteatohepatitis no alcohélica; IMC, indice de masa corporal; HOMA-
IR, indice de resistencia a la insulina HOMA (del inglés, homeostatic model assessment-insulin
resistance); GOT, glutdmico oxalacético transaminasa; GPT, transaminasa glutamico piravica; GGT,
gamma-glutamil transferasa; (n=190). *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005, NAFL o0 NASH vs. HN; #p<0,01
y ##p<0,005, NASH vs. NAFL.

2.2. La expresién hepéatica de BMP2 estd aumentada en pacientes con NAFLD

Una vez establecidas las caracteristicas de la poblacion, se analizo la expresion hepatica de
BMP2 en el tejido hepatico de estos pacientes obtenido mediante biopsia. Para ello, se realizd
la extraccion de ARNm del tejido y se midio mediante RT-gPCR la expresion del gen BMP2,
observando que dicho gen se expresa el doble en las biopsias hepaticas de pacientes con
NAFLD que en aguellas procedentes de individuos con una biopsia histolégicamente normal
(p<0,0002, Figura 55A). De hecho, al comparar por grupos la expresiéon de BMP2 a nivel de
ARNmM con los HN, ésta fue significativamente mayor tanto en pacientes con NAFL (1,7 veces
de aumento, p=0,0323) como en pacientes con NASH (2,6 veces de aumento, p<0,0001,
Figura 55B) Cabe destacar que los niveles hepaticos de BMP2 fueron significativamente
mayores en los pacientes con NASH comparados con los pacientes con NAFL (p=0,0047), lo

cual también sugiere que el aumento de expresion de BMP2 va en paralelo al dafio hepatico.

Asimismo, se encontrd una correlacién positiva y significativa entre la expresion a nivel de
ARNmM de BMP2 y la expresién del gen CD36 en toda la poblacién (p<0,0001, Figura 55C).
Este gen codifica para la proteina CD36, un transportador de acidos grasos que contribuye a
la acumulacion de grasa en el higado de los pacientes con NAFLD y a la disfuncién
metabdlica; de hecho, se ha demostrado que su expresion esta aumentada en pacientes con
NAFLD vy, particularmente, en la membrana plasmatica de los hepatocitos (Miquilena-Colina
etal., 2011; Rey et al., 2020).
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Figura 55. La expresion hepatica de BMP2 esta incrementada en pacientes con NAFLD. A y B.
Nivel hepatico de ARNm del gen BMP2 determinado mediante RT-qPCR y normalizado con el gen 36B4.
Los datos estan expresados como veces de aumento relativo a la condicion control (HN, 1) y
presentados como media + SD. C. Analisis de la correlacion entre los niveles de ARNm del gen BMP2
y el gen CD36. Poblacion de estudio: 115 pacientes con NAFLD, 56 con NAFL y 59 con NASH, y 75
individuos con HN. *p<0,05 y ***p<0,005, NAFLD, NAFL o NASH vs. HN; #p<0,01, NASH vs. NAFL.

2.3. Los niveles circulantes de BMP2 estan aumentados en pacientes con NAFLD

A continuacion, se midieron los niveles de BMP2 en el suero de los individuos incluidos en la
cohorte mediante ELISA, con el fin de evaluar si el aumento de BMP2 observado a nivel
hepatico se ve reflejado a nivel circulante y, por tanto, BMP2 podria servir como marcador
sérico del dafio hepatico. Otros autores han descrito previamente que los niveles circulantes
de diferentes proteinas BMP varian ampliamente en el contexto de otras enfermedades
metabdlicas. Por ejemplo, elevados niveles séricos de BMP4 se han asociado con
aterosclerosis de la cardtida en pacientes con DMT2 (Son et al., 2011); mientras que, en
pacientes con sintomas asociados al sindrome metabdlico como resistencia a la insulina,
diabetes tipo 2 o hipertensioén arterial se ha detectado una disminucién en la concentracién
circulante de BMP9 (Huang et al., 2018; Luo et al., 2017; Xu et al., 2017).

De manera similar a lo observado en el tejido hepatico, se pudo comprobar que la media de
los niveles circulantes de BMP2 fue significativamente mas elevada en los pacientes con
NAFLD en comparacién con los individuos con HN (p=0,0033, Figura 56A). De hecho, las
concentraciones en suero de BMP2 fueron mas elevadas tanto en pacientes con NAFL como
con NASH en comparacion a los individuos con HN (p=0,0552 y p=0,0025, respectivamente;
Figura 56B); aunque, no se hallé una diferencia significativa entre ambos grupos de pacientes
con NAFLD. Ademas, se observé un aumento progresivo y significativo de los niveles de
BMP2 en pacientes con NAFLD en paralelo al grado de esteatosis (p=0,0032, Figura 56C) y
al NAFLD activity score (p=0,0081, Figura 56D).
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Figura 56. Los niveles circulantes de BMP2 se encuentran aumentados en pacientes con NAFLD.
Ay B. Niveles circulantes de BMP2 determinado mediante ELISA. Los datos estdn expresados como
pg/mly presentados como media + SD. C y D. Andlisis en la poblacién de estudio de la correlacion entre
los niveles circulantes de BMP2 y el grado de esteatosis y el NAFLD activity score. Poblacién de estudio:
115 pacientes con NAFLD, 56 con NAFL y 59 con NASH, y 75 individuos HN. **p<0,01, NAFLD, NAFL
0 NASH vs. HN.

Teniendo en cuenta que la presencia de mujeres es superior en todos los grupos histolégicos
y que los pacientes con NAFLD presentan una edad mas avanzada en comparacion con los

individuos con HN, una limitacion de este estudio es el bajo tamafio muestral.

Por otro lado, estudios previos centrados en BMP2, asocian un incremento de los niveles
séricos de esta proteina con la enfermedad de la arteria coronaria en pacientes diabéticos
(zhang et al., 2015). Ademas, se ha observado una elevacion de la concentracion circulante
de BMP2 en mujeres de avanzada edad obesas o con sobrepeso (Ribeiro et al., 2017). Sin
embargo, no se observaron diferencias al separar a la poblacion en funciéon del sexo
(p=0,2035, Figura 57A), y no se observd una correlacion significativa entre los niveles
circulantes de BMP2 y la edad (r=-0,05484 p=0,4524, Figura 57B). Ademas, tampoco se
observé una correlacion significativa entre la concentracion circulante de BMP2 y el IMC
(p=0,9132, Figura 57C), lo cual concuerda con los resultados mostrados recientemente por
Lopes et al. (Lopes et al., 2018). Del mismo modo, los niveles circulantes de BMP2 tampoco

correlacionaron con el indice de resistencia a la insulina HOMA (p=0,4420, Figura 57D).
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Figura 57. Los niveles séricos de BMP2 no estan influenciados por otras variables clinicas. A
Niveles circulantes de BMP2 determinado mediante ELISA. Los datos estan expresados como pg/mly
presentados como media = SD. B-D. Analisis en la poblacion de estudio de la correlacion entre los
niveles circulantes de BMP2 y la edad, el IMC y el indice HOMA-IR. Pablacion de estudio: 115 pacientes
con NAFLD, 56 con NAFL y 59 con NASH, y 75 individuos con HN. IMC, indice de masa corporal.

3. La concentracidon circulante de BMP2 es un predictor independiente de NASH v el

algoritmo SAN es capaz de discriminar NASH

El diagnéstico temprano, asi como el tratamiento de los estadios iniciales de la NAFLD son
importantes para prevenir su progresion hacia fases mas avanzadas de la enfermedad. Hoy
en dia, no existen métodos no invasivos que hayan sido validados para la cuantificacion
histoldgica de la evolucion de la NAFLD, y la biopsia hepéatica sigue siendo la técnica de
referencia para diferenciar NAFL de NASH y/o el grado de fibrosis (Brunt, 2004; Kleiner et al.,
2005). Por tanto, la busqueda de nuevos marcadores serolégicos para el diagnéstico y

pronoéstico de NASH es una prioridad.

Puesto que los niveles séricos de BMP2 fueron significativamente mas elevados en pacientes
con NAFLD que en individuos con HN, realizamos un andlisis de regresion logistica en toda
la poblacion de estudio para determinar si los niveles circulantes de BMP2 estan asociados
con NASH. Se aplic6 el indice de Youden con el fin de encontrar el punto de corte (cut-off)
con mayor sensibilidad y especificidad para el diagndstico de NASH. Asi, se establecio el cut-
off en 49,21 pg/mL y la concentracion de BMP2 circulante se identific6 como un predictor
independiente de NASH en analisis univariante (OR=3,5, IC95% [1,47-8,37], p=0,005; Tabla
9). A continuacién, se llevd a cabo un analisis multivariante ajustado para factores de
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confusion (edad, sexo, IMC) y variables clinicas relevantes para la NAFLD (Glucosa y y-
Glutaril transferasa, GGT). Este analisis mostr6 que la concentracién de BMP2 en suero se
mantiene como variable significativa asociada a NASH (OR=5,07, IC95% [1,55-16,6],
p=0,007; Tabla 9).

Tabla 9. Analisis univariante y multivariante de las variables independientes asociadas

a NASH en la poblacion de estudio

Andlisis univariante Andlisis multivariante

Variables independientes OR 95% IC p valor OR 95% IC p valor

BMP2 (pg/ml) 35 [147-837] 0005 507 [1,55-16,6] 0,007

Cut-off = 49,21

Sexo (mujer/hombre) 2,77 [1,43-5,36] 0,002 2,96 [1,22-7,14] 0,016
Edad (afios) 1,04 [1,01-1,06] 0,004 1,03 [0,99-1,06] 0,06
IMC (kg/m?) 1,22 [1,14-1,31] <0,001 1,28 [1,16-1,41]  <0,001
Glucosa (mg/dI) 1,03 [1,01-1,04] <0,001 1,02 [1-1,04] 0,018
GGT (IU/L) 1,01  [1,01-1,02] 0,001 1,01 [1-1,02] 0,016

OR, relacion de probabilidades (en inglés, odds ratio); IC, intervalo de confianza; IMC, indice de masa

corporal; GGT, gamma-glutamil transferasa; (n=190).

Asimismo, se realiz6 un analisis de curva ROC para determinar la precision del algoritmo
basado en la férmula derivada del modelo de regresion logistica mencionado previamente
(Figura 58). El analisis de curva ROC de este algoritmo, que se ha denominado SAN (del
inglés Screening Algorithm for NASH), revel6 una buena precision para discriminar entre
pacientes con NASH (AUROC, 0,886) e individuos con HN o pacientes con NAFL.

168



Resultados y Discusion: Capitulo 1V

]

100 -
T 80 _
s FO = e
g
= AUC 0,886 x=-14356 + 1,624 (BMP2 Cut Off) + 1,084 (Sexa)
8 401 [0.83-0,94] + 0,031 (Edad) + 0,249 (IMC) + 0,019 (Glucosa) +
TE‘ p=0,001 0,009 (GGT)
[
w 204

BMP2 Cut Off: 0, <49,21; 1, =49 21.
0 Sexo: 0, mujer; 1, hombre.

0 20 40 60 80 100
100% - Especificidad %

Figura 58. Precision diagnéstica del algoritmo Screening Algorithm for NASH (SAN). Area bajo la
curva ROC (AUROC) mostrando la precision diagnostica de SAN para detectar NASH. Poblacién de
estudio: 115 pacientes con NAFLD, 56 con NAFL y 59 con NASH, y 75 individuos con HN. IMC, indice

de masa corporal; GGT, gamma-glutamil transferasa.

A continuacién, se analizé la precision diagndstica de SAN aplicando puntos de corte
arbitrarios y equidistantes en los valores de probabilidad obtenidos tras la aplicacion del
algoritmo y establecer asi los mejores puntos de corte (Tabla 10). En esta poblacién, un valor
de SAN < 0,2 permite excluir pacientes con NASH (S = 0,84, VPN = 0,909), mientras que un
valor de SAN = 0,6 indica alto riesgo de obtener un diagnostico mediante biopsia de NASH
con una alta precision (E = 0,96; VPP = 0,86), indicando que SAN puede ser de utilidad para
cribar poblaciones en riesgo de padecer NASH. La importancia de este resultado recae en
gue, como se ha comentado anteriormente, actualmente no hay herramientas diagnésticas no
invasivas validadas para predecir NASH, la fase clinicamente mas relevante de la NAFLD que

solo puede ser diagnosticada mediante biopsia hepatica.
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Tabla 10. Precisiéon diagnéstica de SAN

SAN pto. de corte Precision % S E VPP VPN RV+ RV-

20,10 0,66 60,2 093 054 046 09 202 0,13
20,20 0,71 489 084 066 052 090 247 0,24
20,30 0,80 366 0,77 081 063 089 4,05 0,28
2 0,40 0,81 328 0,73 085 0,67 088 487 0,32
2 0,50 0,83 242 062 092 078 08 7,75 041
20,60 0,83 188 054 09 086 0,83 13,5 0,48
20,70 0,84 151 o048 099 09 0,82 48,0 0,53
20,80 0,82 124 041 100 1,00 0,80 N/A 0,59
20,90 0,78 81 0,27 100 1,00 0,76 NA 0,73

SAN, Screening Algorithm for NASH; % = ndmero de pacientes con SAN 2 punto de corte; S,
sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RV+,

razon de verosimilitud positiva; RV-, razén de verosimilitud negativa.

4. Expresion de BMP2 en las células Huh7 sometidas a un modelo esteatogénico

Finalmente, con el fin de dilucidar qué tipo celular hepéatico podria ser responsable de la
produccion de BMP2 en el higado graso, realizamos una serie de experimentos in vitro
utilizando la linea hepatocitos humanos derivada de hepatoma Huh7 tratados con &cido
palmitico (AP) a 750 uM (AP750) durante 16 horas; un conocido protocolo utilizado para
inducir la acumulacién intracelular de lipidos (Gonzalez-Rodriguez et al., 2014). Como era de
esperar, tras la exposicién al AP, aumentd el contenido lipidico intracelular de las células
Huh7, lo cual se detecto gracias a la tincion con Oil Red O (ORO) (Figura 59A). En paralelo a
esta acumulacion de lipidos, se observé un aumento de BMP2 a nivel de ARNm en las Huh7
tratadas con AP750 (Figura 59B). Asimismo, se detect6 un aumento de la concentraciéon de
BMP2 en el sobrenadante celular tras el tratamiento con AP (Figura 59C). Previamente se ha
descrito que la estimulacion de hepatocitos humanos con BMP2 en presencia de 4cido oleico
favorece la acumulacion de acidos grasos en estas células mediante la regulacion de DGAT2,
un importante regulador de los niveles hepéticos de triglicéridos, concediendo a BMP2 una

posible funcion en el establecimiento y desarrollo de la NAFLD (Thayer et al., 2020).
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Figura 59. Expresién de BMP2 en células Huh7 tratadas con acido palmitico. A. Imagenes
representativas de tincion Oil Red O (ORO) (40X) y su cuantificacion. B. Nivel de ARNm del gen BMP2
determinado mediante RT-gPCR y normalizado con el gen 36B4. Los datos estan expresados como
veces de aumento relativo a la condicion control (C, 1). C. Niveles de BMP2 en el sobrenadante celular

determinado mediante ELISA. Los datos estan expresados como pg/ml y presentados como media +

SEM. Condiciones experimentales: Células Huh7 tratadas con acido palmitico a 750 uM (AP750) o
isopropanol como control (C) durante 16 horas (n=3 experimentos independientes realizados por
duplicado). **p<0,01 y ***p<0,005, AP750 vs. C.

5. CONCLUSION

Dado que la NAFLD es generalmente asintomatica en el momento del diagnéstico, en la tltima
década, ha habido un gran avance en la busqueda de biomarcadores para el diagndstico y/o
prondstico de esta patologia. En este estudio, se muestra por primera vez que la expresion
de BMP2 esta incrementada en el higado de ratones sometidos a un modelo de NAFLD
inducido por dieta. Este incremento de expresion hepatica de BMP2 también se detecto en el
higado de pacientes con NAFLD. Asimismo, los niveles circulantes de BMP2 fueron también
mayores en estos pacientes que en individuos con un higado histolégicamente normal,
posicionando esta proteina como una nueva diana molecular asociada a la NAFLD. Ademas,
se muestra que las células Huh7 son capaces de producir y secretar BMP2 cuando se
estimulan con &cido palmitico simulando las condiciones de la esteatosis (Gonzélez-
Rodriguez et al., 2014). Estos resultados indican que BMP2 podria estar involucrado en el
proceso de hepatoesteatosis y no solo en el desarrollo de fibrosis como sugieren estudios
previos donde se han puesto de manifiesto resultados contradictorios describiendo
inicialmente un papel profibrogénico de BMP2 y posteriormente un papel antifibrogénico
(Chung et al., 2018; Shen et al., 2003).
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Ademas del que se ha expuesto en el capitulo anterior centrado en BMP8A, cabe destacar
gue solo dos estudios hasta ahora han demostrado que la expresién hepatica de algunas
proteinas BMP, especificamente BMP6 y BMP8B, se ven aumentadas en pacientes con
NAFLD (Arndt et al., 2015; Mahli et al.,, 2019). Estos estudios, en conjunto con nuestros
resultados, indican que las BMP pueden jugar un papel en la fisiopatologia de la NAFLD. De
hecho, aunque estudios previos sefialan una modulacion de los niveles circulantes de
diferentes proteinas BMP en diferentes patologias metabdlicas, este estudio es el primero

publicado en reportar la concentracion en suero de alguna BMP en pacientes con NAFLD.

Uno de los principales hallazgos del presente estudio es que los niveles en suero de BMP2
estan significativamente asociados con la NASH diagnosticada mediante biopsia en un
modelo de regresién logistica multivariante, sugiriendo que BMP2 podria tener utilidad como
biomarcador para el cribado de NASH en diferentes escenarios de la practica clinica (Figura
60). Usando la concentracién circulante de BMP2, combinada con las variables edad, sexo,
IMC, glucosa y GGT, se generdé mediante un modelo de regresion logistica, el algoritmo
denominado SAN (en inglés Screening Algorithm for NASH), capaz de discriminar entre
pacientes con NASH e individuos con HN o pacientes con NAFL. Este hallazgo es de gran
importancia dado que actualmente no existen métodos no invasivos y validados que permitan
detectar la progresion de NAFL al estadio de NASH. Sin embargo, son necesarios futuros
estudios en cohortes de pacientes con NAFLD méas amplias para validar la potencial utilidad

de SAN como algoritmo no invasivo para la evaluacion de la NAFLD.
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Figura 60. La expresion hepaticay los niveles circulantes de BMP2 estan aumentados en
NAFLD en paralelo ala progresién de la enfermedad.
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En conclusién, este estudio es una “prueba de concepto” que aporta por primera vez evidencia
cientifica de que la expresion hepdtica y circulante de BMP2 se encuentra anormalmente
elevada en pacientes con NAFLD, indicando que BMP2 es una nueva diana molecular

asociada a la NAFLD en humanos.
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Taking into account the results previously described, the following conclusions have been

reached:

1. Inhibition of ALKS, but not ALK2, -meditated BMP signalling, protects against APAP-induced

hepatotoxicity by reducing both necrosis and apoptosis, and oxidative stress.

2. Pharmacological inhibition of ALK3 using DMH2 attenuates hepatocyte necrosis, reduces
the levels of serum transaminases, and prevents oxidative stress induced by an overdose of
APAP in mice, providing new mechanistic evidence on the role of BMP signalling in the

pathogenesis of ALF.

3. Both hepatic and serum levels of BMP6 are increased in an animal model of APAP-induced
DILI, and correlate with liver injury markers. Moreover, circulating levels of BMP6 significantly
correlate with the transaminase ALT in patients with an overdose of APAP, positioning this

protein as a novel biomarker for diagnosis and/or prognosis of APAP-DILI.

4. BMP6 results a key player in the inflammatory cross talk between hepatocytes and
macrophages during APAP hepatotoxicity, being released by hepatocytes during necrosis and
promoting the expression of M2 markers in macrophages, in an attempt to counteract the

inflammatory response.

5. Hepatic and serum levels of BMP8A are abnormally elevated in experimental models of liver
fibrosis and in the serum of NASH patients with advanced hepatic fibrosis, indicating that

BMP8A is a new molecular target linked to liver fibrogenesis.

6. BMP8A fibrosis score is a simple and efficient algorithm able to discriminate advanced
hepatic fibrosis with a good accuracy in NASH patients, using the circulating concentration of

BMP8A as an independent predictor.

7. Hepatic expression of BMP2 is increased in experimental models and patients with NAFLD,
in parallel to the progression of the disease; positioning BMP2 as a new molecular target linked
to NAFLD.

8. Circulating levels of BMP2 are abnormally elevated in NAFLD patients and significantly
associated with NASH, suggesting that BMP2 is a good predictor for this pathology.
Combination of serum levels of BMP2 with other variables in the algorithm Screening Algorithm

for NASH showed good accuracy to discriminate NASH.
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Abstract

Background: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the commonest cause of chronic liver disease worldwide,
being non-alcoholic steatohepatitis (NASH) its most clinically relevant form. Given the risks associated with taking a
liver biopsy, the design of accurate non-invasive methods to identify NASH patients is of upmost importance. BMP2
plays a key role in metabolic homeostasis; however, little is known about its involvement in NAFLD onset and progres-
sion. This study aimed to elucidate the impact of BMP2 in NAFLD pathophysiology.

Methods: Hepatic and circulating levels of BMP2 were quantified in serum and liver specimens from 115 biopsy-
proven NAFLD patients and 75 subjects with histologically normal liver (NL). In addition, BMP2 content and release
was determined in cultured human hepatocytes upon palmitic acid (PA) overload.

Results: We found that BMP2 expression was abnormally increased in livers from NAFLD patients than in subjects
with NL and this was reflected in higher serum BMP2 levels. Notably, we observed that PA upregulated BMP2 expres-
sion and secretion by human hepatocytes. An algorithm based on serum BMP2 levels and clinically relevant variables
to NAFLD showed an AUROC of 0.886 (95%Cl, 0.83-0.94) to discriminate NASH. We used this algorithm to develop
SAN (Screening Algorithm for NASH): a SAN < 0.2 implied a low risk and a SAN > 0.6 indicated high risk of NASH
diagnosis.

Conclusion: This proof-of-concept study shows BMP2 as a new molecular target linked to NAFLD and introduces
SAN as a simple and efficient algorithm to screen individuals at risk for NASH.

Keywords: Non-alcoholic fatty liver disease, Bone morphogenetic proteins, BMP2, Non-invasive diagnosis,
Hepatocytes

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), is becom-
ing the most prevalent chronic liver disease worldwide
and is considered the hepatic manifestation of the met-
abolic syndrome; consequently, it is highly linked with
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resistance or type 2 diabetes (T2D) [1, 2]. Indeed, the
prevalence of NAFLD in obese and diabetic patients can
be over 50%, whereas, the global prevalence of NAFLD is
around 25% in adults, being higher in Western countries
(3, 4].

NAFLD encompasses a range of liver diseases from
simple fatty liver (NAFL), mostly a benign non-progres-
sive clinical entity defined as the presence of fat in >5%
of hepatocytes, to steatohepatitis (NASH), a more severe
condition featured by steatosis, lobular and portal inflam-
mation, and degeneration (ballooning) of hepatocytes,
with or without fibrosis, which in turn can lead to more
severe conditions of liver disease such as cirrhosis, portal
hypertension and even hepatocellular carcinoma (HCC)
[5, 6]. In this regard, while most of NAFLD patients are
usually asymptomatic and only present a simple accu-
mulation of fat in the hepatocyte (NAFL), a 44—-59% of
patients end up developing NASH with variable fibrosis
stages. Up to 25% of patients with NAFLD progress to
cirrhosis and approximately 7% to end-stage liver disease,
needing for liver transplantation [3].

The prompt diagnosis and treatment of the early stages
of NAFLD are important to prevent the progression to
advanced stages of the liver disease. The determination of
the lipid content of the liver can be an important chal-
lenge in terms of identification, treatment and control of
the progression of the disease [7]. Nowadays, there are
no validated non-invasive diagnostic methods for quan-
tifying NAFLD histological evolution, and liver biopsy
is still the gold standard to differentiate fatty liver from
NASH and/or fibrosis stages [1]. However, liver biopsy
is not recommended for routine use due to increased
risk of bleeding and complications, and intra and inter-
observer variations. In the last years, many diagnostic
non-invasive tools (mainly serological tests and imaging
techniques) have been described, but they are not ready
yet for widespread use, or to replace histological exami-
nation [8, 9].

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted gly-
coproteins belonging to the transforming growth factor
B (TGEP) superfamily. More than 20 BMPs have been
described and originally identified as growth factors
involved in the differentiation of osteogenic cells; how-
ever, it has been demonstrated that these proteins also
play a critical role in the development of many cells types
in various tissues, acting in cell proliferation and differen-
tiation, tooth morphogenesis, organogenesis, embryonic
development, apoptosis, chemotaxis and tissue regenera-
tion [10, 11].

Regarding BMPs and liver physiology, these proteins
are known to have a crucial role in different stages of
hepatic development and also are implicated in adult
liver homeostasis, as iron and glucose homeostasis [12].
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In this regard, while it has been demonstrated the patho-
physiological role of some BMPs, such as BMP3B, BMP4,
BMP6, BMP8B and BMP9, in animal models of NASH
and NASH patients [13-17], little is known about the
involvement of BMP2 in experimental models of NAFLD
[18], and no data exist so far directly linking BMP2 to
human NAFLD. Therefore, we sought to explore whether
BMP2 could be related to NAFLD by assessing the
expression of BMP2 in liver and serum from patients
with biopsy-proven NAFLD as well as in an in vitro
model of hepatic steatosis.

Methods

Study population

This study comprises 115 patients with biopsy-proven
NAFLD, 56 with simple steatosis (NAFL) and 59 with
steatohepatitis (NASH), to whom a liver biopsy were
performed for diagnosis purposes or had histological fea-
tures of NAFLD in a liver biopsy carried out during pro-
grammed laparoscopic cholecystectomy, and 75 patients
with histologically normal liver (NL) to whom a liver
biopsy was performed during laparoscopic cholecys-
tectomy. All patients were recruited from Hospital Uni-
versitario Santa Cristina (Madrid, Spain) and Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Sevilla, Spain). Inclusion
criteria were: age between 18 and 75years old, alcohol
consumption lower than 20g/day, no history of poten-
tially hepatotoxic drugs and no analytical evidence of
iron overload, autoimmunity and hepatitis B, hepatitis C
and human immunodeficiency virus infection.

This study was performed in agreement with the Dec-
laration of Helsinki, and with local and national laws.
The Human Ethics Committee of the Hospital Univer-
sitario Santa Cristina (reference, PI-688A) and Hospital
Universitario Virgen del Rocio (reference, C.I. 0359-N-
15) approved the study procedures, and all participants
signed an informed written consent before inclusion in
the study.

Clinical, biochemical and metabolic assessment

A complete clinical examination was performed to all
patients studied. Body mass index (BMI) was calculated
as weight (kilograms) divided by height (meters) squared.
At the time of liver biopsy, blood samples of each par-
ticipant were obtained to determine serum levels of liver
enzymes, metabolic parameters and serologic tests using
routine laboratory methods. Insulin resistance was calcu-
lated by the homeostasis model assessment (HOMA-IR)
method [19].

Histopathological assessment
Hematoxylin-eosin and Masson’s trichrome-stained
paraffin-embedded liver biopsy sections showing more
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than 10 complete portal tracts were examined and
interpreted by experienced hepatopathologists of each
clinical site using the same internationally accepted cri-
teria. Briefly, steatosis was assessed as outlined by Brunt
et al. [20] grading percentage involvement by steatotic
hepatocytes as follows: grade 0, <5%; grade 1, 5-33%;
grade 2, >33-66%; and grade 3, >66%. Simple steato-
sis or NAFL was defined as the presence of at least 5%
of steatotic hepatocytes with or without mild lobular
or portal inflammation but in the absence of features of
hepatocellular injury (ballooning, apoptosis or necrosis)
or fibrosis. On the other hand, minimal criteria for the
histological diagnosis of NASH included the combined
presence of grade 1 steatosis, hepatocellular injury and
lobular inflammation with or without fibrosis. In addi-
tion, NAFLD activity score was also calculated to each
liver biopsy according to Kleiner’s criteria [21].

Cell culture and treatment

Human hepatoma cell line Huh7 (ATCC, Manassas, VA,
USA) was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Cytiva, USA) containing high glu-
cose, antibiotics and supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) at 37°C with 5% CO,. For the steatogenic
protocol, cells were treated overnight with 750 uM of pal-
mitic acid (PA, Merk Millipore, Darmstadt, Germany),
dissolved in isopropyl alcohol, in serum free DMEM with
1% BSA. In all experiments, control cells (C) were treated
with the corresponding vehicle (isopropanol).

Gene expression analysis

Total RNA from liver samples was extracted using the
NucleoSpin RNA purification kit (Macherey-Nagel,
GmbH & Co. KG, Dueren, Germany) following manufac-
turer’s instruction. For cell samples, plates were washed
with phosphate buffered saline (PBS) and total RNA was
extracted with TRIzol Reagent (Vitro, Sevilla, Spain).
Reverse transcription was performed with ImProm-II1""
Reverse transcription kit (Promega Inc., Madison, WI,
USA) in a TI00TM Thermal Cycler (BioRad Inc., Madrid,
Spain). Quantitative Real time PCR (RTqPCR) was per-
formed using Syber Green method and quantified with
AACt method. All samples were run in duplicate and
normalized by 36B4.

Primer sequences used were: BMP2, 5 CAACACTGT
CGCAGCTTC 3’ (forward) and 5 GAAGAATCTCCG
GGTTGTTTTC 3’ (reverse); CD36, 5' ATGTGTGTG
GAGAGCGTCAACC 3’ (forward) and 5 TGAGCAGAG
TCTTCAGAGACAGCC 3’ (reverse); 36B4, 5 CAGGCG
TCCTCGTGGAAGTGAC 3’ (forward) 5 CCAGGT
CGCCCTGTCTTCCCT 3/ (reverse).
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ELISA assay

BMP2 concentration in serum samples from patients
or supernatants from cell culture was measured using
an ELISA kit (CSB-E04507h, Cusabio Technology LLC,
Hubei, China) following manufacturer’s instructions.
Absorbance from samples was interpolated to a standard
curve using a four parameter logistic (4-PL) equation.

Intracellular lipid content detection by oil red O staining
Cells were cultured in 12mm coverslips and treated as
described above. Then, cells were washed with PBS and
stained with an Oil red O (ORO, Merk Millipore, Darm-
stadt, Germany) working solution (60% ORO/isopro-
panol) and counter-stained with hematoxylin. Images
were taken using an optical microscope Nikon Eclipse
E400 (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a plan Apoc-
romatic 20x objective (Nikon). Intensity of red stain was
quantified using the FIJI software (NIH, Bethesda, MD).

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnoff test was applied to evaluate if the
variables were adjusted or not to a normal distribution.
Qualitative variables are presented as relative frequen-
cies. Quantitative variables are expressed as measures of
central tendency (mean) and dispersion (standard devia-
tion -SD- for patients’ data or standard error of mean
-SEM- for experimental data). Data between groups were
compared with Student’s t test for variables following a
normal distribution and Mann-Whitney U test for con-
tinuous variables following a non-parametric distribu-
tion. Binary and multinomial logistic regression analysis
adjusted for confounders were used to test the independ-
ence of the associations of dependent variable (NASH)
with its significant correlates in univariate models and
with those considered of clinical interest. In addition,
multivariate regression models were constructed and
parameters selected by stepwise method based on like-
lihood ratio test. Box-Tidwell procedure was used for
testing linearity of logit and to obtain a linear logit the
appropriate transformation of variables was used. The
goodness of fit of the model was evaluated using the Hos-
mer-Lemeshow statistic and Pearson’s Chi-squared test
as appropriated. In order to assess diagnostic accuracy of
distinct regression models constructed, receiver operat-
ing characteristics (ROC) curves and area under the ROC
curve (AUROC) were carried out. All statistical analyses
were performed using the GraphPad Prism 6.0 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) and the
IBM SPSS Statistics 24.0 (SPSS Inc., IBM, Armonk, NY)
software with two-sided tests, with a p value of <0.05
considered as statistically significant.
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Results

Characteristics of the study population

Characteristics of all patients included in this study based
on the histological diagnosis are shown in Table 1. Briefly,
women were predominant in all the histological groups
studied and NAFLD patients were significantly older than
NL subjects. As expected, BMI was significantly higher in
NASH patients compared to both NL and NAFL groups,
and variables regarding glucose metabolism (glucose,
insulin, HOMA-IR) and liver enzymes (aspartate ami-
notransferase -AST-, alanine aminotransferase -AST-,
gamma-glutamyltransferase -GGT-) were significantly
different between all groups.

Hepatic BMP2 expression is increased in patients

with NAFLD

We found that BMP2 gene expression was signifi-
cantly increased in the liver tissue of NAFLD patients
with respect to NL subjects (2-fold, p <0.0002; Fig. 1A).

Table 1 Characteristics of the study population
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Indeed, when compared with NL, hepatic mRNA levels
of BMP2 were significantly higher in patients with NAFL
(1.7-fold, p=0.0323) and NASH (2.6-fold, p<0.0001)
(Fig. 1B), in parallel with the increase of the liver injury.
It was noteworthy that hepatic BMP2 levels were signifi-
cantly more elevated in NASH than in NAFL patients
(p=0.0047). Notably, a significant positive correlation
in all study population was observed (p <0.0001, Fig. 1C)
between the hepatic mRNA levels of BMP2 and CD36, a
fatty acid transporter which contributes to liver fat accu-
mulation in patients with NAFLD [22].

Serum levels of BMP2 are elevated in NAFLD patients

Next, we measured the concentration of BMP2 in
serum samples from all NAFLD patients and NL sub-
jects included in our study. Mean circulating BMP2 lev-
els were significantly higher in NAFLD patients than in
NL subjects (p=0.0033; Fig. 2A). Notably, serum BMP2
concentrations were more elevated in both NAFL and

NL (n =75) NAFL (n =56) NASH (n =59)

Age (years) 465841411 52514 14.15% 55424 11.1%%%
Gender (female/male, %) 13.33/86.67 33.9/66.1 44.07 /5593
BMI (kg/m?) 2757451 28.4643.96 34.14 4 6.56*
Glucose (mg/dL) 92641946 99.23 4 13.92%%* 119.35 £48.5%**
Insulin (LU/L) 7.67 444 10.06 4 5.36** 21.38 4 1511 %xxk
HOMA-IR 1834131 2.5241.53% 6.19 £ 4.9xxxH
Triglycerides (mg/dL) 122.334+66.78 135.52456.47% 176.22 4 120.84%%*#
Total cholesterol (mg/dL) 191.17 43848 203.96+39.13 1924444529
AST (IU/L) 17.96 4569 21.594865* 4212 425 95%xxHH
ALT (IU/L) 18.52410.1 27.12417.27%% 54.73 433, 02%xxH
GGT (IU/L) 323642951 48.82452.26%* 117.24 = 194 33
Steatosis (%)

Grade 0 100% 8.5%

Grade 1 7321% 28.8%

Grade 2 17.86% 339%

Grade 3 8.93% 28.8%
Ballooning and lobular inflammation (%)

Grade 0 100% 87.5% 1.85%

Grade 1 12.5% 37.04%

Grade 2 51.85%

Grade 3 9.26%
Fibrosis (%)

Grade 0 100% 100% 13.56%

Grade 1 35.6%

Grade 2 18.64%

Grade 3 20.34%

Grade 4 11.86%

NL Normal liver, NAFL Nonalcoholic fatty liver, NASH Nonalcoholic steatohepatitis, BMI Body mass index, HOMA-IR Homeostatic model assessment-insulin resistance,
AST Aspartate aminotransferase, ALT Alanine aminotransferase, GGT Gamma-glutamyltransferase

Data are shown as mean =+ SD or as number of cases (%)
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Fig. 1 Expression of BMP2 is increased within the liver of NAFLD patients. A and B Hepatic BMP2 mRNA levels determined by RT-qPCR and
normalized to 3684 gene expression. Data are expressed as fold increase relative to control condition [1] and presented as mean = SD. C. Correlation
in the study population of matched mRNA expression levels (BMP2 and CD36). Study population: Normal liver (NL) individuals (n =75), NAFLD
patients (1= 115: 56 NAFL and 59 NASH). *p < 0.05 and ***p < 0.005, NAFLD, NAFL or NASH vs. NL; #p <0.01, NASH vs. NAFL

NASH patients compared to NL subjects (p=0.0552
and p=0.0025, respectively; Fig. 2B). Interestingly, no
significant differences were found between patients with
NAFL and NASH. In addition, a significant and pro-
gressive increase in serum BMP2 levels was found in
NAFLD patients in relation to the histological grade of
steatosis (p=0.0032, Fig. 2C) and NAFLD activity score
(p=0.0081, Fig. 2D). However, circulating BMP2 levels
did not correlate with either BMI (p =0.9162, Fig. 2E) or
HOMA-IR (p=0.4420, Fig. 2F), indicating that serum
BMP2 levels in patients with NAFLD are not influenced
by adiposity or insulin resistant state.

BMP2 expression in human hepatocytes

In order to clarify which liver cells can be the cellular
source of BMP2, we performed some in vitro experiments
using human hepatocytes (Huh7 cells) treated with dif-
ferent doses of palmitic acid (PA) for 16 hours, a known
protocol for inducing intracellular lipid accumulation
[23]. After the exposure to PA, results obtained revealed
an elevation of intracellular lipid content (Fig. 3A) in
parallel to an increase of mRNA levels of BMP2 in Huh7
hepatocytes (Fig. 3B). Moreover, an increase of super-
natant BMP2 concentration was also observed upon PA
treatment (Fig. 3C).

Circulating BMP2 is an independent predictor of NASH

and the algorithm SAN is able to discriminate NASH

Since serum BMP2 levels were significantly higher
in NASH than in NL subjects, we performed logis-
tic regression analysis in the entire study population
in order to determine whether serum BMP2 levels are
associated with NASH. In order to find the best sen-
sitivity and specificity threshold for NASH diagnosis,
the best cut-off value for serum BMP2 concentrations
was established by using the Youden index at 49.21 pg/
mL. Circulating BMP2 was identified as an independent
predictor of NASH in univariate analysis (OR [95% CI],
3.5 [1.47-8.37], p=0.005; Table 2). Multivariate analy-
sis, adjusted for potential confounders (age, gender and
BMI) and variables clinically relevant to NAFLD (glucose
and GGT) showed that serum BMP2 concentrations per-
sisted significantly associated with NASH (OR [95% CIJ,
5.07 [1.55-16.6], p=0.007; Table 2).

Thus, we performed ROC curve analysis to determine
the accuracy of the algorithm termed SAN (Screening
Algorithm for NASH), based in a formula derived from
the previously mentioned logistic regression model
(Fig. 4), which revealed a good accuracy to discriminate
NASH (AUROC, 0.886). Next, 0.1 unit intervals of SAN
were analyzed to establish best cut off points (Table 3).
A SAN <0.2 can be used to exclude NASH (SN =0.84;
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Fig. 2 Serum levels of BMP2 are increased in NAFLD patients. A and B Serum levels of BMP2 determined by ELISA. Data are expressed as pg/ml and
presented as mean £ SD. C. Correlation in the study population of matched serum BMP2 levels with the steatosis grade. D Correlation in the study
population of matched serum BMP2 levels with the NAFLD activity score. E Correlation in the study population of matched serum BMP2 levels with
the BMI. F Correlation in the study population of matched serum BMP2 levels with the HOMA-IR. Study population: Normal liver (NL) individuals
(n=75), NAFLD patients (n=115:56 NAFL and 59 NASH). **» <0.01, NAFLD, or NASH vs. NL

NPV =0.909) and a SAN>0.6 to rule it in (SP=0.96;
PPV =0.86).

Discussion

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), is the major
cause of chronic liver disease worldwide, with a diverse
histopathological spectrum ranging from simple steatosis
without significant inflammation, also termed fatty liver
(NAFL), to steatohepatitis (NASH) with varying stages of
fibrosis and, ultimately, cirrhosis and hepatocellular car-
cinoma [24].

Given that NAFLD is usually asymptomatic at the
time of diagnosis, the determination of the lipid content
within the liver is an important clinical challenge in terms
of early identification to allow appropriate therapeutic

interventions in order to prevent the progression of liver
disease to more advanced fibrotic states or, even, to the
end-stage liver disease. In the last decade, there has been
an explosion in the discovery of biomarkers for NAFLD
diagnosis and/or prognosis. Considering the wide range
of their potential applications in clinical practice, the
growing interest of the academic and industrial com-
munity in biomarkers is not surprising. Indeed, lack of
awareness about risk factors for NAFLD and its progres-
sion, combined with insufficient or unreliable screening
and surveillance modalities, may contribute to a delay in
diagnosis and may explain why many patients are diag-
nosed in the later stages of the disease [7].

A novel finding of the present study is that BMP2
expression is increased in the liver from NAFLD
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Fig. 3 Palmitic acid overload upregulates mRNA levels of BMP2 in Huh7 hepatocytes. A Representative images of Oil Red O (ORO) staining and
its quantification. B Hepatic BMP2 mRNA levels were determined by RT-gPCR and normalized to 3684 gene expression. Data are expressed as
fold increase and presented as mean = SEM relative to control condition [1]. € BMP2 levels in the cell supernatant determined by ELISA. Data are
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Table 2 Univariate and multivariate analysis of the independent variables associated with NASH in the study population

Independent variables Univariate analysis

Multivariate analysis

OR 95% Cl p value OR 95% Cl p value
BMP2 (pg/ml) 35 [1.47-8.37] 0.005 5.07 [1.55-16.6] 0.007
Cut-off =49.21
Gender (female/male) 277 [1.43-5.36] 0.002 296 [1.22-7.14] 0.016
Age (years) 1.04 [1.01-1.06] 0.004 1.03 [0.99-1.06] 0.06
BMI (kg/mz) 122 [1.14-1.31] <0.001 1.28 [1.16-141] <0.001
Glucose (mg/dL) 1.03 [1.01-1.04] <0.001 1.02 [1-1.04] 0.018
GGT (U/L) 1.01 [1.01-1.02] 0.001 1.01 [1-1.02] 0.016

OR Odds ratio, C/ Confidence interval, BMI Body mass index, GGT Gamma-glutamyltransferase

patients as well as that serum BMP2 levels were also
higher in these patients than in subjects with histo-
logically normal liver, positioning this protein as a new
molecular target linked to NAFLD. One limitation of
this study is the limited number of individuals taking
into account that women were predominant in all the
histological groups studied, especially within patients
with histological NL, and NAFLD patients were signif-
icantly older than NL subjects. In fact, BMP2 expres-
sion might be affected by age and sex. However, no
correlation was found between circulating BMP2 lev-
els and age (r=—0.05484 p= 0.4524), and there were
no differences when separating the population by sex

(p= 0.2035). In addition, we have also shown herein
that human hepatocytes are able to produce and secrete
BMP2 upon stimuli with PA mimicking steatotic condi-
tions [23], indicating that BMP2 might be involved in
hepatosteatosis development, not only in the fibrogenic
process as some studies have previously reported [25,
26].

Interestingly, there are only two studies so far show-
ing that the expression of some BMPs, specifically BMP6
and BMP8B, is increased in the liver of NAFLD patients
[13, 27]. These studies, along with our findings, indicate
that BMPs might play a role in NAFLD pathophysiol-
ogy. In this regard, it has been demonstrated that the
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Table 3 Diagnostic accuracy of SAN

SAN cut point Accuracy % SN SP PPV NPV LR+ LR-

>0.10 0.66 60.2 093 0.54 046 0.95 202 0.13
>0.20 0.71 48.9 0.84 0.66 0.52 0.90 2.47 0.24
>0.30 0.80 36.6 0.77 0.81 0.63 0.89 4.05 0.28
> 0.40 0.81 328 0.73 0.85 067 0.88 4.87 032
>0.50 0.83 242 0.62 0.92 0.78 0.85 7.75 041

> 0.60 0.83 18.8 0.54 0.96 0.86 0.83 13.5 0.48
>0.70 0.84 15.1 048 0.99 0.96 0.82 480 0.53
> 0.80 0.82 124 041 1.00 1.00 0.80 N/A 0.59
>0.90 0.78 8.1 0.27 1.00 1.00 0.76 N/A 0.73

SAN Screening Algorithm for NASH, SN Sensitivity, SP Specificity, PPV Positive predictive value, NPV Negative predictive value, LR+, positive likelihood ratio; LR-,

negative likelihood ratio

pharmacological inhibition of BMP signaling reduced
diet-induced hepatic steatosis in obese mice by targeting
the production of triglycerides in the liver [18]; but also,
this study has also shown that this effect is specific for the
inhibition of BMP type I receptor ALK3, proposing a role
of BMP2 and BMP4 in the establishment of NAFLD [18].

Going further, our study is the first which reports cir-
culating BMP2 concentrations in NAFLD patients. Other
authors have previously reported that serum levels of dis-
tinct BMPs varied widely in the context of other meta-
bolic disorders. For instance, elevated serum BMP4 levels
have been correlated with carotid atherosclerosis in T2D
patients [28]. Conversely, various studies have associ-
ated BMP9 with glucose and lipid metabolism because a
decrease in the circulating concentrations of BMP9 have
been observed in patients who displayed features of met-
abolic syndrome such as insulin resistance, T2D or arte-
rial hypertension [29-31]. BMP9 has also been related to
other diseases, such as portopulmonary hypertension,

with lowered levels of this protein acting as a potential
risk factor [32]. Regarding liver diseases, while BMP7
has been proposed as a marker for hepatic carcinogen-
esis because its serum levels were found to be decreased
in patients with liver cancer [33], other authors have
reported that circulating BMP7 levels are augmented
in patients with viral chronic liver diseases [34]. Con-
sidering BMP2 reports, some studies have associated
increased serum levels of this BMP with coronary artery
disease in diabetic patients [35]. Moreover, an elevation
of serum BMP2 concentrations was observed in over-
weight and obese middle-aged and elderly women [36],
whereas in the present study, a correlation between cir-
culating levels of BMP2 and BMI was not observed in
agreement with results recently reported by Lopes et al.
[37]. Nevertheless, further investigations are warranted
to elucidate the role of BMP2 regulating glucose and lipid
homeostasis and its impact in the pathogenesis of meta-
bolic diseases such as obesity, diabetes and NAFLD.
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One of the most striking findings of the present study
is that serum BMP2 levels were significantly associated
with biopsy-proven NASH in multivariate logistic regres-
sion model, suggesting that BMP2 might have utility as
biomarker to screen NASH in different clinical settings.
Using serum BMP2 levels combined with age, gen-
der, BMI, glucose and GGT, an algorithm termed SAN
(Screening Algorithm for NASH) was derived from a
logistic regression model which discriminated NASH
patients from subjects with histologically normal liver or
NAFL. This is a breakthrough because there are no vali-
dated non-invasive tools for predicting NASH so far, the
most clinically relevant form of NAFLD which can only
be diagnosed by liver biopsy. In our population, a value of
SAN > 0.6 indicated a high risk for biopsy-proven NASH
with a good accuracy (AUROC, 0.86; SP, 0.96) showing
that SAN may be useful to screen populations at risk for
NAFLD.

Conclusion

In conclusion, this proof-of-concept study provides the
first scientific evidence that hepatic and serum levels of
BMP2 are abnormally elevated in NAFLD patients, indi-
cating that BMP2 is a new molecular target linked to
human NAFLD. In addition, we describe a simple and
efficient algorithm termed SAN which was able to dis-
criminate NASH with a good accuracy in our study pop-
ulation. Further studies, however, in distinct and larger
cohorts of NAFLD patients are needed to validate the
potential utility of SAN as a non-invasive algorithm for
NAFLD evaluation.
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