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RESUMEN

La fibrosis hepética es un importante problema de salud en
todo el mundo para el que no hay tratamiento efectivo. Se han
realizado muchas investigaciones para comprender los mecanis-
mos moleculares que son responsables del desarrollo de la fibro-
sis hepatica. Las células estrelladas activadas son el principal
tipo celular responsable de la produccién de colageno I, la pro-
teina clave implicada en el desarrollo de la fibrosis hepatica. Se
desarrolla en excesivos depésitos de colageno I junto con un de-
terioro del remodelado de la matriz extracelular. Tras un estimu-
lo fibrogénico, las células estrelladas se transforman en ceélulas
activadas productoras de coladgeno de tipo I. Son numerosos los
cambios de expresién génica que se asocian a la activacion de
las células estrelladas, incluida la induccién de varias cascadas de
sefializacion celular, lo que ayuda a conservar el fenotipo activa-
do y a controlar el estado fibrogénico y proliferativo de la célula.
La activacion de las células estrelladas esta mediada por factores
que liberan los hepatocitos y las células de Kupffer al producir
especies de oxigeno reactivas, 6xido nitrico, citoquinas, factores
de crecimiento y metabolitos de la ciclooxigenasa y la lipooxige-
nasa, que inducen efectos paracrinos esenciales en el medio he-
patico. Inhibir la activacién y proliferacion de las células estrella-
das, y la produccion de matriz extracelular (es decir, de colageno
de tipo I) es un paso crucial para poder prevenir en la fibrogéne-
sis hepatica.

Palabras clave: Células estrelladas hepaticas. Colageno 1. Hepa-
topatia alcoholica. Fibrosis. Especies reactivas de oxigeno.

HEPATOPATIA ALCOHOLICA

La fibrosis hepatica es la consecuencia comun a lesio-
nes hepaticas crénicas de muchas etiologias (1). El abuso
crénico de alcohol es el principal motivo de que aparezca
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fibrosis hepdtica y finalmente cirrosis, una de las princi-
pales causas de muerte en todo el mundo (1,2). La fibro-
sis se caracteriza por una acumulacion excesiva de prote-
inas de matriz extracelular (MEC) con una degradacion
muy escasa (1,2). La fibrosis avanzada rompe la arquitec-
tura normal del higado, aumenta la presion portal y dete-
riora la comunicacion intercelular (3). En humanos, los
depositos de coldgeno de tipo I se encuentran normal-
mente en la zona pericentral y perisinusoidal del higado
(2,4,5).

Antes de que comience el proceso firogénico, el higa-
do suele volverse esteatdtico y desarrolla esteatohepati-
tis (6). Muchos de los efectos toxicos del alcohol en el
higado se han relacionado con su metabolismo, ya que
origina productos téxicos e induce un estado de estrés
oxidativo (por activacién de la CYP2E1, deterioro de la
funcion mitocondrial y reduccidon de los depdsitos de
glutatién) (7-10). So6lo alrededor del 2-10% del etanol
que se absorbe en el tubo digestivo se elimina por el ri-
fion y el pulmon; el resto experimenta metabolismo he-
patico (8).

Una de las principales rutas metabdlicas del etanol es
la alcohol-deshidrogenasa (ADH) (8). La ADH cataliza
la oxidacidn del etanol a acetaldehido, proceso en el que
se transfiere hidrégeno del etanol al cofactor nicotinami-
da-adenina-dinucleétido (NAD"), que pasa entonces a su
forma reducida (NADH) (8). El acetaldehido se reduce
después a acetato, la mayor parte del cual se secreta al to-
rrente circulatorio (8). Varios de los efectos hepaticos y
metabdlicos del etanol pueden atribuirse a la reaccion re-
dox (aumento del cociente NADH/NAD") que tiene lugar
al oxidarse el etanol (8,9).

Aunque la mayor parte del etanol se oxida por la
ADH cuando los niveles de alcohol son bajos, el
CYP2EI, una forma inducible por etanol del comparti-
mento microsomal de los hepatocitos y las células de
Kupffer, desempeia un papel mds importante en la oxi-
dacion del etanol cuando este se encuentra en concen-
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traciones altas (consumo excesivo) o se bebe de forma
cronica (alcoholismo crénico) (8-15). El CYP2EI oxi-
da el etanol dando lugar a muchos productos téxicos,
como acetaldehido, radicales 1-hidroxietilo y otras es-
pecies reactivas de oxigeno (ERO), como el radical su-
peréxido (O,7), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el ra-
dical hidroxilo (OH'), ademads de productos finales de la
peroxidacion lipidica malondialdehido (MDA) y 4-hi-
droxinonenal (4-HNE) (12,15). Existe un interés consi-
derable por el papel que desempefian el estrés oxidativo
y la generacién de ERO en el mecanismo por el que el
etanol resulta hepatotéxico (13).

Entre los efectos nocivos del alcohol estian: a) el
dafio a las mitocondrias, con la subsiguiente disminu-
cioén de los niveles de ATP (16,17); b) la alteracién de
la fluidez de las membranas al interactuar con sus fos-
folipidos o proteinas (18,19); ¢) la malnutricién (20);
d) la hipoxia en la zona pericentral del acino hepético,
al consumirse oxigeno para poder detoxificar el etanol
mediante la oxidacién (7); e) la alteracién de la produc-
cién de citoquinas (p. ej., TNFa y TGFp) (21,22); f) la
inducciéon de "goteras" intestinales, con translocacion
de la endotoxina derivada de bacterias (LPS), la consi-
guiente activacion de las células de Kupffer y la libera-
cién de otros mediadores solubles y ERO (23,24); y g)
el deterioro de la defensa antioxidante (17,25). Todos
estos efectos potencian la lesion hepdtica y contribuyen
de una forma u otra a la activacién de las células estre-
lladas (CEH).

ACTIVACION DE LAS CELULAS ESTRELLADAS

El higado normal tiene un componente epitelial (he-
patocitos), un revestimiento endotelial (células endote-
liales), macréfagos tisulares (células de Kupffer), célu-
las natural killer (NK) y células mesenquimatosas
perivasculares, las CEH, que constituyen las células fi-
brogénicas fundamentales (26). Los elementos celula-
res del higado se organizan en el sinusoide, separando
mediante el espacio subendotelial de Disse el epitelio
del endotelio sinusoidal. En el higado normal, este es-
pacio contiene una matriz no electrodensa, parecida a
la membrana basal, que es esencial para mantener la
funciéon diferenciada de todas las células hepdticas
(27). Cuando el higado se vuelve fibrético, el conteni-
do total de coldgenos y componentes no colagenosos
aumenta, lo que se acompafia de un cambio en el tipo
de MEC del espacio subendotelial, que pasa de ser una
matriz poco densa, similar a la membrana basal, a ser
una matriz de tipo intersticial que contiene coldgenos
formadores de fibras (principalmente coldgenos I y III)
(26). La activacién de las CEH es un elemento clave
para el excesivo depdsito de MEC (27,28).

En condiciones fisioldgicas, las CEH comprenden alre-
dedor del 15% del numero total de células hepdticas
(28,29). Su principal funcidn es el almacenamiento y la ho-
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meostasis de la vitamina A y otros retinoides, que se alma-
cenan como gotas lipidicas citoplasmaticas en forma de
ésteres de retinilo (29,30). Las CEH regulan el flujo
sanguineo sinusoidal y producen apolipoproteinas,
prostaglandinas, factores de crecimiento y citokinas, to-
das las cuales contribuyen a la homeostasis de la MEC
(29,30). La sintesis y la degradacion de la MEC hepati-
ca normal es esencial para la integridad del espacio de
Disse y para la comunicacién intra- e intercelular entre
células vecinas (29,30).

Después de un estimulo fibrogénico, las CEH experi-
mentan un complejo proceso de activacion en el que de-
jan de ser quiescentes y se transforman en células activa-
das parecidas a miofibroblastos (8,26). Como
consecuencia sufren cambios fenotipicos: se ensanchan,
con agrandamiento nuclear y celular, estiramiento cito-
plasmaético, elongacién de las prolongaciones para esta-
blecer contacto entre células, y pérdida de las gotas lipi-
dicas (26,29,31). Al activarse, las CEH aumentan la
expresion de actina de musculo liso a (a-sma) y de cola-
geno de tipo I (26-29,31), proliferan y migran al lugar de
la lesion, donde se acumula MEC y se produce cicatriza-
cion (26).

El fendmeno de activaciéon de las CEH tiene lugar
como una secuencia de sucesos bien interrelacionados
(26,28-31). Los primeros pasos comprenden cambios
rdpidos de la expresién génica asociados a eventos
transcripcionales (p. ej., elevacion al alza de COLIAI
y COLIA2) e induccién de genes tempranos inmedia-
tos, que hacen que las células respondan a las citocinas
y demds estimulos locales de origen paracrino o auto-
crino (26). Los pasos posteriores incorporan los suce-
sos celulares que amplifican el fenotipo activado po-
tenciando la expresioén de citokinas y la reactividad
(26).

La perpetuacién de la activacién de las CEH conlleva
respuestas fenotipicas fundamentales mediadas por una
mayor produccién de citokinas y remodelacién de la
MEC. Estas respuestas fenotipicas son:

1. Proliferacion. El aumento de la cantidad de CEH en
el higado lesionado se produce, al menos en parte, en res-
puesta a factores de crecimiento locales, la mayoria de
los cuales sefializan a través de receptores tirosina-quina-
sas (32,33). Entre estos factores, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el TGFf son los mejor
estudiados y los mds potentes (34,35).

2. Contractilidad. Mecanismo importante que justifica
la mayor resistencia portal en la lesion hepética. El esti-
mulo contréctil clave dirigido las CEH es la endotelina 1
(ET-1), probablemente de origen autocrino (36).

3. Fibrogénesis. La elevacion en la sintesis de colage-
no de tipo I es una de las respuestas moleculares més lla-
mativas de las CEH frente a la lesion y esta regulada a ni-
vel transcripcional y traduccional (37-40).

4. Degradacion de la matriz. Los cambios de la activi-
dad proteolitica de la matriz conducen a la remodelacion
de lIa MEC en la lesion hepdtica, acelerando la activacion
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de las CEH (37). Hay una familia de metaloproteinasas
de la matriz (MMP) que contribuye a la degradacion,
bien patolégica o bien restauradora, de la matriz
(37,41,42). Las MMP pueden activarse mediante escision
proteolitica (43) o inhibirse por su unién a inhibidores es-
pecificos conocidos como inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMP) (43). Las MMP-2, MMP-3,
MMP-9 y MT-MMP1 intervienen en la degradacion de la
MEC subendotelial normal, que es sustituida por colage-
nos formadores de fibras capaces de estimular el creci-
miento de las CEH (44-46). Ademds, la expresién de
TIMP-1 en las CEH activadas inhibe la MMP-1, la prin-
cipal metaloproteinasa responsable de la degradacién del
colageno de tipo I (46,47). La expresion mantenida de
TIMP-1 hace que la respuesta fibrogénica prolifere
(48,49). Las MMP y las TIMP son sensibles a las ERO,
las especies reactivas de nitrégeno, las citocinas y los fac-
tores de crecimiento (44-46,48,49).

5. Quimiotaxis de las CEH. La migracién dirigida de
las CEH activadas potencia su acumulacién en las dreas
lesionadas (34,50). El PDGF y la proteina quimiotictica
monocitaria (MCP-1) son factores quimioatrayentes ha-
cia las células activadas, pero no hacia las quiescentes
(34,51).

6. Retinoides. La pérdida intracelular de vitamina A
es muy notable durante la activacién de las CEH (52),
aunque sigue sin saberse si esto es necesario para que
las CEH se activen y cudles son los retinoides que po-
drian acelerar o prevenir la activacion in vivo (52). Los
retinoides podrian estar directamente relacionados con
la fibrogénesis, ya que estimulan la activacién del
TGFpP1 latente, aumentando asi su actividad fibrogéni-
ca (53).

7. Liberacion de citoquinas. La mayor produccién y
actividad de las citoquinas es critica para poder perpe-
tuar la activacién de las CEH (22,50). La MEC consti-
tuye también un reservorio importante de factores de
crecimiento, incluidos el TGFfB1, el PDGF, el VEGEF,
el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor
de crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor activa-
dor de plaquetas (PAF) (22,32,50). Finalmente, las
CEH liberan también quimioatrayentes neutrofilicos y
monocitarios capaces de amplificar la inflamacién en
caso de lesion hepdtica, como el factor estimulante de
colonias (CSF), la proteina quimiotdctica monocitaria
1 (MCP-1), la interleukina 6 y el quimioatrayente neu-
trofilico inducido por citokinas/IL-8 (CINC) (54-57).
También se han detectado citokinas antifibrogénicas
producidas por las CEH, en concreto la IL-10 (58) y el
TNFa (59).

ALCOHOL Y FIBROSIS HEPATICA

La lesién hepdtica cronica por alcohol produce fi-
brosis, con la consiguiente ruptura de la arquitectura
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del higado, y deterioro del metabolismo hepatico
(15,60). La intercomunicacién entre células parenqui-
matosas y no parenquimatosas, y la produccion excesi-
va de componentes de la MEC son rasgos fundamenta-
les de la aparicién de la lesién hepética y la fibrosis
(38,40). Factores solubles como las citokinas, las qui-
miokinas y las ERO son mediadores candidatos a la in-
duccién de la respuesta fibrogénica (26,32,40,61). Las
especies reactivas de nitrégeno también pueden inter-
venir. El inicio de la activacién de las CEH se debe
principalmente a la estimulacién paracrina por parte de
los hepatocitos/las células de los conductos biliares le-
sionados, las células inflamatorias, los macréfagos ac-
tivados y los neutréfilos, o a los primeros cambios de
la composicién de la MEC (26,32,40). La perpetua-
cion se debe a una estimulacién autocrina y paracrina,
asi como al remodelado acelerado de la MEC
(26,32,40).

—Efecto paracrino de los hepatocitos. El metabolis-
mo del alcohol por la via del CYP2E1 conduce a la pro-
duccién de ERO y de productos finales de la peroxida-
cién lipidica (62). El acetaldehido, las ERO y los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga pueden
activar las CEH de manera paracrina (62-65). El acetal-
dehido induce COLIAI y COLIA2 a través de un me-
canismo dependiente del TGFp (63,64). El TGFp se
considera la mds potente de las citokinas profibrogéni-
cas (35,66). Suprime la proliferacion hepatocitaria, es-
timula la activacién de las CEH, promueve la produc-
cién de MEC y media la apoptosis de los hepatocitos
(3,35,53,67-69). Las ERO y los productos de la peroxi-
dacioén lipidica MDA y 4-HNE pueden incrementar la
produccién de coldgeno de tipo I en las CEH (70-76).
Las ERO modulan también la unién de los factores de
transcripcion (p. €j., c-Jun/AP1, NFkB, Spl y Smads),
que modulan la transactivacion de COLIAIl y COLIA2
en las CEH (27,40,77-79).

Como se dijo anteriormente, el alcohol modifica el es-
tado celular redox al alterar la relacion NAD*/NADH y
NADP*/NADPH, eleva el acido lactico y aumenta la an-
giotensina II, una potente citokina profibrogénica (2,80).
Por ultimo, los ésteres de etilo de los dcidos grasos acti-
van las CEH quiescentes por medio de una ruta depen-
diente de la proteina-kinasa activada por mitégenos
(MAPK) (81).

—Efecto paracrino de las células de Kupffer. El eta-
nol deteriora la permeabilidad del tubo digestivo, lo que
conduce al sobrecrecimiento de bacterias gram negati-
vas (82-85). La endotoxina o lipopolisacdrido (LPS),
uno de los componentes de la pared de las bacterias
gram negativas, se transloca de la luz intestinal a la cir-
culacién portal, desencadenando la activacion de las cé-
lulas de Kupffer (82-85). El influjo de las células de
Kupffer coincide con la aparicién de marcadores de la
activacion de las CEH (p. ej., PDGFRp y a-sma) (86).
Las células de Kupffer pueden estimular la sintesis de
matriz, la proliferacién celular y la liberacion de retinoi-
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des por las CEH a través de las acciones de citokinas y
especies reactivas (57). También pueden influir en las
CEH mediante la secreciéon de MMP-9, ya que esta pue-
de activar el TGF1 latente, estimulando asi la sintesis
de coldgeno de tipo I por las CEH (87). Por dltimo, las
células de Kupffer generan ERO por la via de la
NADPH-oxidasa (88), de la xantina-oxidasa (89), de la
mitocondria (89) o posiblemente del CYP2E1 (90), lo
que a su vez puede potenciar la activacién de las CEH y
la sintesis de coldgeno I (13,91). Estos efectos se poten-
cian al tratar con etanol, debiendo tenerse en cuenta el
papel de los dcidos grasos poliinsaturados como compo-
nentes criticos que fomentan la lesién en varios mode-
los in vitro e in vivo de administracién de etanol
(85,92). Las células de Kupffer producen también 6xido
nitrico (NO), que puede contrarrestar los efectos esti-
mulantes de las ERO al reducir la proliferacion de las
CEH, la contractilidad y la produccién de coldgeno I;
sin embargo, el NO puede también reaccionar con el O,~
para generar peroxinitrito (ONOO"), cuyos posibles
efectos sobre la produccién de coldgeno I por las CEH
se desconocen y mereceria la pena explorar. El TNFa
actia como antifibrogénico, reprimiento a los promoto-
res de COLIAI y COLIA?2 tanto en humanos como en
roedores (40,59,93).

—Efecto paracrino de las células endoteliales de los
sinusoides. La lesion de las células endoteliales de los si-
nusoides por las ERO y el acetaldehido estimula la pro-
duccion de ciertas isoformas de la fibronectina, como la
leptina, capaces de activar las CEH (94). Es mads, las cé-
lulas endoteliales dafiadas convierten el TGFB1 latente
en su forma activa (22,95). Ademas, las células endote-
liales de los sinusoides aumentan la expresion del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en res-
puesta a la lesion (96). E1 VEGF se une a sus receptores
en las CEH y promueve su activacion, potenciando la ex-
presion de procoldgeno de tipo I (96).

—Efecto paracrino y autocrino de las CEH. Las
CEH activadas secretan quimiokinas inflamatorias —p.
ej., TNFa, TGEp, IL6 y PDGF- que regulan el colage-
no de tipo I a nivel de la transcripcion y la traduccion
(28,33,40,50,97). Las CEH activadas secretan también
angiotensina II, que ejerce efectos fibrogénicos por la
via de la NADPH-oxidasa (41,42). Las CEH son las
grandes reguladoras de la remodelacién de la MEC. La
familia de metaloproteinasas de la matriz (MMP) con-
tribuye a la degradacién patolégica o restauradora de
dicha matriz (41,42). Estas enzimas se agrupan en cin-
co categorias segun su especificidad de sustrato: cola-
genasas intersticiales (MMP-1, -8, -13), gelatinasas
(MMP-2, -9), estromelisinas (MMP-3, -7, -10, -11),
metaloproteinasas de tipo membrana (MMP-14 o MT1-
MMP, -15, -16, -17, -24, -25) y metaloelastasa (MMP-
12) (41,42). Las metaloproteinasas pueden activarse
por escision proteolitica o inhibirse por la unién a inhi-
bidores especificos conocidos con el nombre de inhibi-
dores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) (45).
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El término degradacién “patoldgica” de la matriz hepa-
tica hace referencia a la ruptura precoz de la matriz su-
bendotelial normal, que tiene lugar por la accién de
cuatro enzimas: la MMP-2 y la MMP-9, que degradan
el coldgeno de tipo IV; la MT1-MMP, que activa la
MMP-2 latente, y la MMP-3, que degrada los proteo-
glicanos y las glucoproteinas, y activa también las cola-
genasas latentes (43). La falta de degradacion de la ma-
triz extracelular es una de las razones principales de
que la fibrosis progrese hacia la cirrosis (7). En huma-
nos, la MMP-1 (en roedores, la MMP-13) es la princi-
pal proteasa que degrada el coldgeno de tipo I, la prin-
cipal proteina colagenosa en la fibrosis hepatica (98).
Alternativamente, es posible que otras enzimas, como
la MT1-MMP y la MMP-2, tengan actividad de colage-
nasa intersticial (98). Mds importante ain es que la fi-
brosis progresiva se asocia con elevaciones pronuncia-
das de TIMP-1 y TIMP-2 (44,46), lo que conduce a un
descenso neto de la actividad proteasa y, por tanto, de
la acumulacién de matriz. Las CEH son la fuente prin-
cipal de estos inhibidores (44,46).

—Papel de la inmunidad innata. El consumo de alco-
hol media en la supresién de la inmunidad innata, ya que
disminuye la actividad de las células NK y su niimero
(99,100). El sistema inmunitario del higado estd com-
puesto de células de Kupffer, células NK, células NK-T e
interferén alfa y gamma (IFNa y IFNy). Las células NK
puden matar a las CEH activadas, mientras que el IFNa y
el IFNy bloquean la sefalizacion del TGF-p1 y la activa-
cién de las CEH (101,102).

REVERSION Y TRATAMIENTO

Corrientes de pensamiento actuales pero también cues-
tionables sugieren que podria revertirse la fibrosis indu-
ciendo la apoptosis o necrosis de las CEH activadas, o
menos probablemente transformando las CEH activadas
en un fenotipo mas quiescente.

—Apoptosis de las CEH activadas. La resolucién es-
pontdna de la fibrosis experimental se asocia con la eli-
minacién de los miofibroblastos a-sma-positivos produc-
tores de coldgeno de tipo I (CEH activadas y fibroblastos
portales transdiferenciados) (103). La eliminacién de las
CEH se ha atribuido a la induccién de apoptosis (103). La
apoptosis de los miofibroblastos se asocia a una menor
expresion de TIMP1, que protege a las CEH activadas de
la apoptosis, y a un aumento de la actividad de la MMP-1
en el higado (103).

—Transdiferenciacion inversa de las CEH activadas
hacia un fenotipo quiescente. Un planteamiento tedrico
para revertir la fibrosis es la transdiferenciacion de las
CEH activadas hacia un fenotipo mds quiescente. Las
CEH quiescentes estdn llenas de vitamina A y triglicéri-
dos, que desaparecen en las CEH activadas (26,28). La
regulacién transcripcional adipogénica/lipogénica que
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confieren PPAR, LXR y SREBP-1c es necesaria para
mantener el fenotipo quiescente y almacenador de grasa
de las CEH (104). La expresion de estos factores de
transcripcion se pierde en las CEH activadas (104). Por
otra parte, el tratamiento de las CEH activadas con un
coctel de diferenciacion adipocitaria o la expresion ecto-
pica de PPARy o SREBP-1c produce el cambio hacia el
fenotipo quiescente (105-107).

El tratamiento mads eficiente de las hepatopatias al-
cohdlicas suele ser la suspension del agente productor,
es decir, del alcohol. Aunque la fibrosis hepdtica es re-
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versible, la cirrosis, la consecuencia terminal de la fi-
brosis, es generalmente irreversible. Asi, los esfuerzos
por comprender la fibrosis se centran fundamental-
mente en los sucesos que conducen a la acumulacién
inicial de matriz extracelular (p. ej., el coldgeno I) con
la esperanza de encontrar dianas terapéuticas para po-
der frenar su progresién o contribuir a su resolucion.
La inhibiciéon de la activacién y proliferacion de las
CEH, y de la mayor produccién de MEC constituye un
paso crucial para poder intervenir en la fibrogénesis
hepdtica.
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