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RESUMEN

El factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) aparece
aumentado en diferentes patologias asociadas a fibrosis, in-
cluidas multiples enfermedades renales. CTGF participa en
procesos biolégicos, como la regulacion del ciclo celular, mi-
gracién, adhesion y angiogénesis. Su expresion esta regula-
da por diversos factores implicados en el dafio renal, entre
los que destacan el factor la angiotensina i, el factor de cre-
cimiento transformante-beta, altas concentraciones de glu-
cosa y situaciones de estres celular. CTGF participa en el ini-
cio y progresion del dafio renal al ser capaz de inducir una
respuesta inflamatoria y promover la fibrosis, sefialandole
como una posible diana terapéutica en el tratamiento de pa-
tologias renales. En este trabajo revisamos las principales ac-
ciones de CTGF en la patologia renal, los mecanismos intra-
celulares de actuacién y las estrategias terapéuticas para su
bloqueo.
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INTRODUCCION

Diversas enfermedades, como desordenes proliferativos y le-
siones fibrdticas, afecciones de la piel, aterosclerosis, fibro-
sis pulmonar y diversas patologias renales, presentan niveles
elevados de CTGF tisular, localizado principalmente en
areas fibréticas'®. Aunque cldsicamente CTGF se ha conside-
rado como un factor profibrético, se trata de un factor multi-
funcional, cuyas actividades bioldgicas varian segun el tipo
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ABSTRACT

Connective tissue growth factor (CTGF) is increased in
several pathologies associated with fibrosis, including
multiple renal diseases. CTGF is involved in biological
processes such as cell cycle regulation, migration,
adhesion and angiogenesis. Its expression is requlated by
various factors involved in renal damage, such as
Angiotensin I, transforming growth factor-beta, high
concentrations of glucose and cellular stress. CTGF is
involved in the initiation and progression of renal
damage to be able to induce an inflammatory response
and promote fibrosis, identified as a potential therapeutic
target in the treatment of kidney diseases. In this paper
we review the main actions of CTGF in renal disease, the
intracellular action mechanisms and therapeutic strategies
for its blocking.

Key words: CTGF, fibrosis, inflammation, kidney disease.

celular, y que incluyen la regulacién de la proliferacién/
apoptosis celular, angiogénesis, migracion, adhesién y fibro-
sis**. En este trabajo hemos revisado el papel de CTGF cen-
trdndonos en su importancia en la patologia renal.

ESTRUCTURA

CTGF es una proteina secretable, rica en cisteinas, con un
peso molecular de 38 KDa, que fue identificada en el medio
condicionado de células endoteliales de vena de cordén um-
bilical®. CTGF, también conocido como CCN2, pertenece a
la familia de genes de respuesta temprana CCN, la cual se
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compone de otros cinco miembros: Cyr61 (proteina rica en
cisteina 61), Nov (gen sobreexpresado en nefroblastoma),
WISP-1 (proteina secretada inducida por Wnt-1), WISP-2 y
WISP-3'27% Todos los miembros de esta familia se caracteri-
zan por un alto porcentaje de homologia en su secuencia de
aminodcidos, que oscila entre un 50 y 90%, y presentan 38
residuos de cisteina que se agrupan en dos segmentos (22
en la regién N-terminal y 16 en la C-terminal), caracteristi-
co de otros factores de crecimiento, como el factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de creci-
miento del nervio y el factor de crecimiento transformante-f3
(TGF-B)*.

Las proteinas de esta familia poseen un péptido sefial secre-
tor en la region NH,-terminal y cuatro dominios o mddulos
conservados’. Estos dominios son: 1) dominio de unién al
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), con la se-
cuencia de unién conservada Gly-Cys-Gly-Cys-Cys-X-X-
Cys que se localiza dentro de la regién amino-terminal de to-
das las proteinas de unién a IGF'*'?; 2) dominio del factor Von
Willebrand tipo C, que participa en la oligomerizacién y for-
macidn de las proteinas'; 3) dominio trombospondina-1, im-
plicado en la unién de macromoléculas solubles y de matriz';
y 4) dominio C-terminal: dominio de dimerizacién, estd im-
plicado en la unién a la superficie celular, posee actividad mi-
togénica para fibroblastos y es el responsable de la interac-
cién con fibronectina®.

REGULACION

Segtin el tipo celular, una gran variedad de factores y molécu-
las estdn implicadas en la regulacion de la expresion de CTGF.
Los agonistas de receptores acoplados a proteinas G, factores
de crecimiento como TGF-$, la angiotensina II (AnglI), la pro-
tefna morfogenética del hueso (BMP), el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), IGF, el factor de estimulacién
de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF), la inter-
leucina-4 (IL-4), las altas concentraciones de glucosa, la hipo-
Xia, el estrés mecdnico y el estrés oxidativo aumentan rapida-
mente la expresion de CTGF (figura 1)'*. Sin embargo, otros
factores como el factor de necrosis tumoral-o., (TNF-a),
interleucina-1p (IL-1B), AMPc y el tratamiento con agonistas
del receptor activado por la proliferacion de peroxisomas-y
(PPAR-y), inhiben la expresién de CTGF inducida por TGF-§,
y AnglI en algunos tipos celulares*. Diversos mecanismos de
sefializacién se han relacionado con el aumento de CTGF. En-
tre ellos, se encuentran la via de sefializacién de las proteinas
Smad, las especies reactivas de oxigeno (ROS), la proteina G
pequefia RhoA, la proteina quinasa C (PKC), la quinasa Janus
(JAK), la quinasa 3-fosfatidil inositol (PI3K) y las cascadas de
quinasas activadas por mitégenos (MAPK)**.

La mayor parte de los estudios realizados se han centrado en
el estudio de la regulacién de CTGF inducida por TGF-3. En
el promotor de CTGF se ha descrito un elemento de unién a
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Smad necesario para su induccién por TGF-*. En células
tubuloepiteliales proximales y en células mesangiales, TGF-
B aumenta la producciéon de CTGF en un proceso regulado
por las proteinas Smad y la cascada de sefializacion
Ras/MEK/ERK?**. Sin embargo, en fibroblastos renales se
trata de un proceso mediado por la activacién de Rho*. La
cascada de sefializacién de MAPK también desempefia un pa-
pel importante en la regulaciéon de CTGF. En hepatocitos,
TGF-f induce la expresion y la produccién de CTGF a tra-
vés de ERK1/2*, mientras que en fibroblastos de pulmén se
trata de un proceso mediado mayoritariamente por la quinasa
JNK1/2%. Los estudios realizados por nuestro grupo se han
centrado en la regulacién causada por Angll. En células tu-
buloepiteliales humanas, Angll induce la produccién de
CTGF a través de la activacion de MAPK (ERK, p38 y JNK)
y de la proteina quinasa de Rho, ROCK®. La implicacién de
Rho en la regulacion de CTGF se ha descrito en muchos ti-
pos celulares, incluyendo fibroblastos de pulmén y células de
musculo liso vascular®*#'. En estas ultimas, CTGF aumenta en
respuesta a Angll a través de otras vias como ROS, las pro-
tefnas Smad y las quinasas p38, INK1/2, ROCK, PKC y
PTK*#. En fibroblastos, los inhibidores de ERK1/2 y
JNK1/2, pero no p38, disminuyen la expresion de CTGF esti-
mulada por AnglI®. Sin embargo, en células mesangiales de
rata, entre las rutas implicadas en la produccién de CTGF cau-
sada por Angll encontramos la produccién de ROS y p38%.
Estudios moleculares recientes han revelado la presencia de
un sitio de unién NF-kB altamente conservado en la regién
proximal del promotor de CTGF*. En células mesangiales he-
mos observado que el bloqueo del NF-xB disminuye la pro-
duccién de CTGF causada por AngllI (datos no publicados), lo
que sugiere que la activacion del factor de transcripcion NF-
kB estd implicada en la regulacién del CTGF en el riiién.

TRANSDUCCION DE LA SENAL Y FUNCIONES
BIOLOGICAS DE CTGF

Alin no se conoce un receptor especifico para CTGF. Sin em-
bargo, se ha descrito que interacciona con diversas proteinas,
como receptores tirosin-quinasa e integrinas, que activan
multiples sistemas de sefializacién. Los primeros estudios de
interaccién revelaron que existen complejos «receptor-
CTGF» con un peso molecular de unos 280 KDa en condro-
citos, osteoblastos y células endoteliales®. En diversos tipos
celulares, CTGF actia a través de su unidn a diversas integri-
nas, como la integrina 581 o allbB3, a receptores de
proteoglicanos heparan sulfato, activando varias quinasas
como la quinasa de adhesion focal (FAK), ERK y Rac'**,y
al receptor macroglobulina de la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LPR)* (figura 1).
A través de su dominio rico en cisteinas se une de forma di-
recta a BMP-4 y TGF-3* por su dominio carboxilo-terminal
interacciona con fibronectina® y mediante el dominio amino-
terminal se une a IGF*. En células mesangiales humanas,
el CTGF interacciona con el sistema dual de receptores
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Figura 1. Moléculas y mecanismos de sefializacion implicados en la regulacién y funcién de CTGF.

tirosin-quinasa A (RTK-A) y p75 ., que participa en

la transduccién de sefiales de neurotrofina (figura

1). Los receptores de tirosin-quinasas unen una
gran cantidad de proteinas adaptadoras y activan
multiples vias de sefializacién intracelular, lo que
estaria en concordancia con las propiedades multi-

funcionales de CTGF*, que incluyen la regulacién
y la sintesis de matriz extracelular (MEC)**** mi-
graciéon de células endoteliales y angiogénesis, re-
384

gulacién del ciclo celular®®, apoptosis de células
mesoteliales®®, supervivencia de células hepdticas y
mesangiales”®, proliferacién y diferenciacién de
fibroblastos y condrocitos*“. En rifion, CTGF par-
ticipa de forma activa en la fibrosis y la transicién

epitelio mesenquimal (TEM) y, como hemos descri-
to recientemente, en la regulacién de la respuesta

inflamatoria, como se comenta con mds profundi-
dad a continuacion.
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RELACION ENTRE EL CTGF Y EL TGF-8

Hay numerosas evidencias que demuestran que el TGF-3 par-
ticipa en los procesos fibréticos in vivo. Se ha descrito que
CTGF y TGF-f actian de manera sinérgica para promover fi-
brosis crénica (figura 2). En ratones, la coinyeccién subcutéd-
nea de ambos produce una fibrosis sostenida y persistente. En
varios modelos experimentales, como la obstruccién unilate-
ral del uréter, nefritis por anticuerpos anti-Thy1, glomerulo-
esclerosis diabética, infusion de Angll®*, TGF-§ y CTGF, se
encuentran aumentados en etapas avanzadas de fibrosis, in-
dicando que estos factores contribuyen a la progresién del
dafio renal (figura 3). Se ha descrito que el CTGF se une di-
rectamente al TGF-f. Esta union lleva a una potenciacion de
la actividad del TGF-B. El mecanismo se basa en una funcién
de chaperona del CTGF que incrementa la afinidad del TGF-8
por sus diferentes receptores, por lo que sus respuestas son
mds intensas y prolongadas®. Esta no es la tnica forma por
la que el CTGF ayuda a las respuestas del TGF-f3. La produc-
cién endégena de CTGF por el TGF-§ lleva a una supresion
transcripcional del Smad-7 a través de la induccidn del factor

de transcripcion del gen de respuesta temprana inducible por
TGF-B (TIEG-1). Mediante este mecanismo, el TGF-3 blo-
quea la regulacién por retroalimentacién a través del Smad-
7, perpetuando la activacion de la sefializacion del TGF-3%.
Esto puede ser relevante en condiciones patoldgicas en las
que la expresion del CTGF estd aumentada.

El bloqueo de la actividad del TGF-§ con anticuerpos neutra-
lizantes y/o decorina, un secuestrador de su forma activa, ha
demostrado una reduccién de la fibrosis en modelos experi-
mentales de dafio renal. Sin embargo, el ratén deficiente en
TGF-§ es letal, desarrollando un defecto en la reparacion de
herida, con problemas en los depésitos de coldgeno, y pre-
senta un fenotipo hiperinflamatorio®. Esto sugiere que se
debe encontrar una diana terapéutica que sea mds especifica
para las enfermedades fibréticas. Los ratones heterocigotos
para la delecion del gen del CTGF presentan defectos en la
organizacion y la sintesis de la matriz durante la osteogéne-
sis, teniendo como resultado un defecto mayor en el desarro-
llo del componente esquelético de la caja tordcica y, consecuen-
temente, mueren inmediatamente después del nacimiento®.
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Figura 2. Esquema de la regulacion y las acciones de CTGF en la fibrosis. Varios factores regulan CTGF, incluido TGF-B. Ambos son capaces de
producir fibrosis. CTGF, a su vez, potencia las acciones de TGF- para producir una fibrosis mas relevante.
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Ademads, es un mediador de la fibrosis causada por TGF-f y
otros factores implicados en dafio tisular, por lo que
CTGEF podria ser una diana nueva mds ttil en las terapias
antifibréticas.

CTGF COMO MEDIADOR DE LA FIBROSIS RENAL y
TRANSDIFERENCIACION EPITELIO-MESENQUIMA
(TEM)

En el rifién sano, CTGF no se expresa, pero este factor se in-
duce en patologias renales humanas, incluyendo glomerulo-
nefritis, glomeruloesclerosis y nefropatia diabética, correla-
ciondndose sus niveles de expresién con la gravedad y la
progresion de la fibrosis renal*¢®. Nuestro grupo ha utiliza-
do el modelo de dafio renal causado por la infusién sistémica
de Angll en ratas para estudiar el papel de CTGF en el inicio
y progresion del dafio renal in vivo.

La infusién de AngllI induce la expresién de CTGF renal ra-
pidamente, apareciendo a los tres dias, y se mantiene elevada
hasta las dos semanas, tiempo final del estudio (figura 3). La
apariciéon de CTGF, observada a los tres dias de infusién en
células tubuloepiteliales y glomerulares, precede en el tiem-
po a la acumulacién de MEC (caracterizado por aumento en
el depésito de fibronectina), observada tras una semana, in-
dicando que CTGF puede actuar como mediador de la fibro-
sis renal causada por Angll in vivo™. Mediante estudios in vi-
tro en células mesangiales de rata hemos observado que el
bloqueo de la sintesis endégena de CTGF, mediante el uso de
oligonucleétidos antisentido, previene la produccién de fibro-
nectina y coldgeno IV causada por AnglI*. Estos datos de-

muestran que CTGF es un mediador de la respuesta fibrética
de Angll en el rifdn.

La infusién de Angll también aumenta la expresién de TGF-
B en el rifidn. Este factor es sintetizado como una proteina in-
activa, la cual es anclada a la membrana antes de su activa-
cién”. En células en cultivo, Angll incrementa la expresion
del ARNm de TGF-f, la produccién de proteina y la activa-
cién de TGF-f latente, en un proceso mediado por trombos-
pondina-17. Los niveles de expresion renal de TGF-§3, pero
no los de trombospondina-1, aparecen aumentados después
de tres dias de infusién con Angll. Sin embargo, los niveles
proteicos de TGF-B activo no aumentaron hasta las dos se-
manas”. Esto sugiere que CTGF se induce con anterioridad a
TGF-, participando en el inicio de la fibrosis, y que perma-
nece aumentado hasta etapas avanzadas, contribuyendo a la
perpetuacion del dafio renal (figura 3).

Muchas evidencias sugieren que en condiciones patoldgicas
las células tubuloepiteliales pueden sufrir transicién epitelio-
mesénquima (TEM), convirtiéndose en fibroblastos produc-
tores de matriz extracelular y contribuyendo a la fibrosis re-
nal y la progresiéon de la enfermedad™. En este proceso
participan diversos factores, entre los que destacan CTGF,
TGF-B, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), IL-1,
EGF, productos terminales de glucosilacién avanzada
(AGES) y AnglI*7”">7, CTGF promueve transdiferenciacién
de células tubuloepiteliales humanas a miofibroblastos in vitro
y el bloqueo de CTGF da lugar a la inhibicién de la transdi-
ferenciacion inducida por TGF-B", por productos terminales
de glucosilacién avanzada™ y Angll*. En el modelo de dafio
renal por Angll, el aumento en la expresiéon de CTGF se man-
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1 semana de infusion con Ang Il

2 semanas de infusion con Ang Il

Presencia de infiltrado inflamatorio
MONOCITOS/MACROFAGOS (CD43)
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guimiocinas y citocinas inflamatorias
IL-6, TNF-a,, MCP-1
INFLAMACION
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Incremento en la produccién de proteinas
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Figura 3. Esquema del dafo renal inducido por Ang II. Tras tres dias de infusién sistémica con Ang I, se produce un aumento en la expresion de
factores inflamatorios como IL-6, TNF-a. y MCP-1, que contribuyen al reclutamiento de células inflamatorias infiltrantes; éste coincide con el aumento
de CTGF, que se mantiene elevado hasta etapas avanzadas del dafio renal. Tras dos semanas, se produce el aumento de TGF-B, el cual contribuye a la

acumulacién de proteinas de matriz y al inicio del proceso de la TEM.
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tiene a las dos semanas, coincidiendo con el inicio de la TEM,
caracterizada por el aumento en la expresion del marcador
mesenquimal a.-SMA y la disminucién del marcador epitelial
E-cadherina”™ (figura 3) . Ademds, el incremento de la expre-
si6n de CTGF en el rifién diabético colocaliza sobre el epite-
lio tubular en sitios de TEM™ . Estos datos se han confirmado
en otros modelos experimentales, como nefrectomia 5/6 en
ratas, donde el aumento de CTGF se asocia con la sobreex-
presién de TGF- y PDGF en fibroblastos intersticiales y con
el aumento de la fibrosis y la gravedad del dafio renal®. Con
estos datos podemos concluir que CTGF es un inductor de la
fibrosis y TEM renal in vivo, actuando como mediador de las
acciones de factores profibréticos como TGF-f y Angll. Ade-
mds, contribuye a la perpetuacién de la fibrosis, al interaccio-
nar con TGF-3.

CTGF PARTICIPA EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA
RENAL

Utilizando el modelo de infusiéon de Angll, hemos observa-
do que a los tres dias hay una clara respuesta inflamatoria en
el rifién®, caracterizada por la presencia de células inflama-
torias infiltrantes (células T, macréfagos y granulocitos) en
dreas tubulointersticiales y glomerulares (figura 3). En es-
tos animales se observa también un aumento en la produc-
cion de mediadores inflamatorios clasicos como IL-6, TNF-
B y MCP-1, y en la producciéon de CTGF en células
mesangiales y podocitos, y en células tubuloepiteliales™, lo
que sugiere que CTGF podria estar implicado en la re-
gulacién de la respuesta inflamatoria en situaciones de
dafio renal. Varios estudios in vitro, en células mesangia-
les glomerulares, tubuloepiteliales, pancredticas y hepa-
ticas, han demostrado que CTGF regula mediadores in-
flamatorios®*%%,

Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la adminis-
tracion sistémica de CTGF en ratones causé una respuesta in-
flamatoria renal pasadas 24 horas, caracterizada por recluta-
miento de células inflamatorias (macréfagos y células T) al
intersticio, produccién de factores quimiotdcticos (MCP-1 y
RANTES), citocinas proinflamatorias (INF-y, IL-6 y IL-4), y
activacion del factor de transcripciéon NF-kB*. El tratamien-
to con parthenolide, inhibidor de NF-xB (24 horas antes de
la inyeccidon de CTGF), redujo la respuesta inflamatoria re-
nal, demostrando que este factor es clave en las acciones de
CTGF en el rifion*.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS FRENTE A LA
PROGRESION DEL DANO RENAL

En pacientes con nefropatia diabética, se ha descrito que ni-
veles elevados de CTGF en plasma podrian considerarse
como un marcador temprano de la progresién de la disfun-
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cion renal en el rifién diabético®, y predicen la evolucién de
la enfermedad renal®*. Estudios en pacientes con nefropatia
IgA han observado que niveles elevados en orina de CTGF y
TGF-§ se correlacionan con el grado de dafio tubulointersti-
cial®. Por otro lado, en pacientes con dafio cardiaco crénico,
los niveles de CTGF en plasma dan informacién sobre la apa-
ricién de fibrosis miocérdica, pudiendo considerarlo como
nuevo marcador de disfuncién cardiaca®. Estos datos sugie-
ren que CTGF podria ser un marcador de la fibrosis y progre-
sion del dafio en diferentes enfermedades.

Entre los tratamientos clinicos existentes para detener la pro-
gresion del dafio renal, el bloqueo de AngllI es una de las op-
ciones farmacoldgicas mas extendidas, con probados efectos
organo-protectores®”. El tratamiento con antagonistas del re-
ceptor AT, e inhibidores de la enzima convertidora de angio-
tensina®* disminuyen la expresion renal de CTGF y la fibro-
sis en varios modelos experimentales de dafio renal”™. Sin
embargo, estos fdrmacos sélo retardan el progreso de la en-
fermedad, y es necesaria una nueva opcién terapéutica para
conseguir que regrese la fibrosis renal e impida el proceso de
la TEM.

Entre las nuevas opciones terapéuticas, el bloqueo del CTGF
es una de las mds prometedoras. Actualmente, los estudios
de inhibicion de CTGF estdn dirigidos hacia el desarrollo de
oligonucledtidos antisentido, ARN de interferencia o anti-
cuerpos neutralizantes que bloqueen CTGF endégeno. Estu-
dios experimentales han demostrado que el bloqueo de
CTGF, mediante oligonucledtidos antisentido, reduce la acu-
mulaciéon de MEC en ratones transgénicos para TGF-B1 so-
metidos a nefrectomia’ y en ratones con nefropatia diabéti-
ca”. En un modelo de fibrosis hepética, el tratamiento con un
ARN de interferencia para CTGF via vena intraportal atenud
la fibrosis hepatica”. Sin embargo, los efectos del bloqueo de
CTGF en la respuesta inflamatoria renal atin no se han estu-
diado, lo que hace necesario profundizar en este campo. To-
dos estos datos sugieren que el bloqueo de CTGF end6geno
podria ser una buena alternativa en el tratamiento de patolo-
gias renales asociadas a inflamacién y fibrosis.

CONCLUSION FINAL

En esta revision se muestra la gran complejidad de las vias
de sefializacion intracelular que regulan CTGF, que varian
dependiendo del tipo celular y el factor inductor y, ade-
mads, la existencia de factores activadores y reguladores
negativos que condicionan su sintesis y el desarrollo de
sus respuestas. Con respecto a la patologia renal, CTGF
estd implicado en todas las etapas del dafio renal: partici-
pando en la respuesta inflamatoria (a través de la activa-
cidén del factor NF-xB regulando quimiocinas y citocinas)
y promoviendo la fibrosis y 1a TEM, lo que le sefiala como
una buena diana terapéutica en el tratamiento de las enfer-
medades renales.
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