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OXIDATIVE STRESS IN LIVER FIBROGENESIS

Summary. Oxidative stress has an important role in chronic liver diseases pathogenesis and liver fibrogenesis.
Persistent and increased production of ROS (reactive oxygen species), induces the activation of hepatic stellate cells, by
TGF-B, angiotensin Il, PDGF and others pro-oxidant and pro-inflammatory cytokines mediated signals. The biggest liver
fibrogenesis source of ROS are NOX1, NOX2 and NOX4, which determine HSC proliferation, migration, survival and also
stimulation of hepatocyte apoptosis, activating multiple pathways. Hence, from initially fibrosis stages to liver cirrhosis,
by supporting the excessive production of extracellular matrix compounds, oxidative stress is a determinant of liver
fibrogenesis.
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Rezumat. Stresul oxidativ are un rol important in patogeneza bolilor hepatice cronice si fibrogeneza hepatica. Pro-
ducerea sporita si persistenta a speciilor reactive ale oxigenului (ROS) induce activarea celulelor hepatice stelate prin
semnale mediate de TGF-$, angiotensina Il, PDGF si alte citokine pro-oxidante si pro-inflamatorii. Cel mai mare generator
al ROS in fibrogeneza hepatica sunt NOX1, NOX2 si NOX4 care, activand multiple céi de semnalizare, determind atat pro-
liferarea, migrarea si supravietuirea HSC, cat si stimularea apoptozei hepatocitului. Astfel, de la stadii initiale ale fibrozei,
pana la ciroza hepaticd, stresul oxidativ, prin sustinerea producerii excesive a compusilor matricei extracelulare este un
determinant al fibrogenezei hepatice.

Cuvinte-cheie: stres oxidativ, fibrogeneza hepaticd, ROS.

INTRODUCERE tului in fibrogeneza hepatica. Evenimentul cheie este
activarea celulelor hepatice stelate (HSC), care rezida in
transformarea HSC statice in miofibroblaste prolifera-
tive, fibrogenice si contractile, care pot sintetiza fibrile
formatoare de colagen. HSC sunt stimulate paracrin
de celulele vecine: celulele Kupffer, hepatocitele lezate
si leucocite, prin citokinele pro-inflamatorii (TNF-a,
INE-y, IL-6), factorii de crestere (TGF-B, PDGF), spe-
ciile reactive ale oxigenului (ROS) etc. [3].

FH este conditionata de sinteza excesivd a compo-
nentelor matricei extracelulare (ECM): colagen (mai
ales tip I, III), elastina, laminind, fibronectina, proteo-
glicani etc., i insuficienta mecanismelor fiziologice de

Fibroza hepatica (FH) este procesul patologic co-
mun tuturor afectiunilor hepatice cronice, care se ca-
racterizeazd prin acumularea excesiva a matricei extra-
celulare [1]. Setul factorilor declansatori ai fibrogenezei
hepatice cuprinde: infectiile cronice cu virusurile hepa-
tice B si/sau C, dereglari legate de utilizarea abuziva a
alcoolului, actiunea compusilor hepatotoxici, steatohe-
patita non-alcoolici, afectiuni autoimune ca hepatita
autoimund, colangita biliard primard, colangita sclero-
zanta primara, afectiuni metabolice (hemocromatoza,
boala Wilson) [2].

Persistenta cronicd a factorilor de risc mentionati
determina implicarea diferitor tipuri de celule ale fica-

degradare a compusilor ECM, in cadrul unei microam-
biante pro-inflamatorii si pro-oxidative [2].
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MATERIALE SI METODE

Au fost identificate articole stiintifice in baza de
date HINARI, utilizdndu-se termenii de cautare oxi-
dative stress si liver fibrogenesis. 38 de articole consa-
crate stresului oxidativ si/sau fibrogenezei hepatice au
fost considerate relevante pentru prezenta lucrare si au
fost studiate.

REZULTATE S$I DISCUTII

Rolul stresului oxidativ in fibrogeneza hepatica

Stresul oxidativ are un rol determinant in pato-
geneza fibrozei hepatice, producand un dezechilibru
dintre sistemul oxidant si cel antioxidant cu formarea
speciilor reactive ale oxigenului (ROS). ROS sunt de-
finite, in general, ca un set larg de molecule si radicali
ce contin oxigen si care include: superoxid anion radi-
calul (O,s7), radicalul hidroxil (OHs), ionul hidroxil
(OH)), peroxidul de hidrogen (H,0,), oxigenul singlet
('0,), ozonul (O,) [4].

In conditii fiziologice, formarea ROS este reglata
fin de catre sistemul antioxidant, ceea ce contribuie la
mentinerea homeostaziei si evitarea efectelor nocive
ale stresului oxidativ. Insd persistenta factorilor cau-
zali ai injuriei hepatice determina acumularea ROS,
care datoritd reactivititii sporite interactioneazd cu
toate macromoleculele celulare [4; 5].

Astfel, stresul oxidativ deterioreaza biomole-
culele, precum acizii nucleici, proteinele, lipi-
dele si implica ROS, ca mesageri secundari, in nu-
meroase cai de semnalizare, inclusiv cele impli-
cate in reglarea transcriptiei, diferentierii, pro-
liferarii si activarii mortii celulare programate
[65 7].

A fost demonstratd contributia semnificativa a
radicalilor liberi ai oxigenului in fibrogeneza hepati-
ca de etiologie alcoolicd, virala, metabolicd si cea din
colestaza cronica [8; 9]. ROS pot stimula productia
colagenului tip I si pot functiona ca mediatori intra-
celulari ai actiunii fibrogenice a TGF-f [10].

NOX - cea mai importanta sursa a ROS in fibro-
za hepatica

Speciile reactive ale oxigenului pot fi generate de
multiple surse, printre care lantul respirator mitocon-
drial, citocromul P450 2E1, peroxizomii si NADPH
oxidazele (NOX) din ficat [8]. ROS pot fi produse
pe cale enzimatici sau non-enzimatici. In cazul ce-
lor produse pe cale enzimaticd, cel mai important
rol revine NADPH oxidazelor. NOX reprezintd un
complex enzimatic flavoproteic transmembranar ce
genereaza peroxidul de hidrogen (H,O,) si superoxid
anion radicalul O,s" din oxigenul molecular, utili-
zand NADPH ca donor de electroni, atat in celulele
fagocitare, cat si in cele non-fagocitare. Familia NOX
cuprinde 7 izoforme: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 si DUOX2 [11]. In ficat NOXI,
NOX2 si NOX4 sunt exprimate in celule specifice,
ca celulele Kupffer, celulele endoteliale, hepatocite si
leucocitele infiltrate in ficat [12; 13]. NOX genereaza
ROS ca rdspuns la numerosi stimuli: angiotensina II,
TGF-B, TNF-a, IL-1p, lipopolizaharidele, PDGF etc.
(tabelul 1).

Efectele ROS sunt dependente de tipul lor, con-
centratie si tipul celulei. Concentratiile inalte de ROS
pot fi citotoxice, in timp ce concentratiile joase pot fi
implicate in semnalizarea celulard ca raspuns la sti-
muli fiziologici. Nivelurile non-toxice de ROS sau
produsi ai peroxidarii lipidelor stimuleaza activarea,
proliferarea si producerea colagenului de citre HSC,
dar concentratia inalta determina moartea HSC [14].

HSC, tipul celular fibrogenic major din ficat,
prezinta multiple izoforme NOX (NOX1, NOX2 si
NOX4) si toate componentele lor reglatorii (Racl, p67
phox, p47 phox, p40 phox, si p22 phox). Prin analiza
comparativd a ratei producerii ROS de citre NOX-1
si, respectiv NOX-2, in conditiile in care fiecare dintre
acestea sunt deficiente izolat, s-a dovedit cd izoforma
non-fagocitard NOX-1 este mai importanta in gene-
rarea ROS in HSC. Cea din urmad induce proliferarea
HSC, prin actiunea O_«” [15].

Tabelul 1

Caracteristica izoformelor NADPH oxidazelor implicate in fibrogeneza hepatica

conform Yong-Han Paik et al. [42]

Izoforma Componente Agonisti majori Localizarea subcelulara
NOX1 NOX1, p22phox, NOXO1/ Angiotensina II, TNF-q, IL-1, Membrana plasmatica,
p47phox, NOXA1/p67phox, Racl | lipopolizaharide, PDGF/PGF2a, | endozomii perinucleari
EGE IFN-y, endotelina-1
NOX2 NOX2, p22phox, p40phox, Angiotensina II, lipopolizaharide, | Membrana plasmatica,
p47phox, p67pho, Racl/Rac2 IFN-y nucleu
NOX4 NOX4, p22phox, POLDIP2 TGEF-B, TNF-a, IFN-y Reticulul endoplasmatic
DUOX1/DUOX2 DUOX1/DUOX2 Membrana plasmatica

70 | AkapeEmos 4/2019



STIINTE MEDICALE

Totusi, rolul izoformei fagocitare NOX-2 nu este
de neglijat, dat fiind faptul cd aceasta exercitd, prin
O,+7, actiune inhibitorie asupra expresiei MMP-2 si
MMP-9 si activeaza direct promotorul genei ce codifi-
ca sinteza lantului al al colagenului [14; 16].

Studiul realizat de Lan T., Kisseleva T. si Bren-
ner D. A. (2013) a elucidat importanta semnalelor
NOX-mediate in fibrogeneza hepatica. Ei au demon-
strat cd nivelurile hepatice ale NOX1/NOX4 la pacien-
tii cu ciroza hepatica sunt mai mari decét la pacientii
fara ciroza, iar deficienta NOX1/NOX4 blocheazi ac-
tivarea HSC [17].

NADPH oxidazele sunt studiate si ca potentiale
tinte terapeutice. Utilizarea GKT137831 - inhibitor
dual al NOX1/NOX4, a atenuat fibroza hepatica atat
in modelul indus de CCl » cat si in cel indus prin li-
gaturarea ductului biliar (ambele modelate la soareci),
prin diminuarea expresiei genelor pro-fibrogenice ale
HSC si apoptozei hepatocitelor [18; 17].

Cai de semnalizare ROS-dependente implicate
in fibrogeneza hepatica

In procesul fibrogenezei hepatice, ROS constituie
un determinant critic al disfunctiei endoteliale. Din ca-
uza producerii intense a O,«", oxidul nitric (NO) este
legat de acest radical si se formeaza cel mai potent oxi-
dant - peroxinitritul (ONOO"), care cauzeazd injurie
hepatica oxidativa, nitrarea proteinelor si S-nitrozilarea
biomoleculelor, precum proteinele, lipidele si ADN-ul.
De asemenea, peroxinitritul determind oxidarea tetra-
hidrobiopterinei (cofactor al sintazei oxidului nitric) in
radical trihidrobiopterinic, transforméand enzima func-
tionald intr-un generator de ROS. Asftel, stresul oxida-
tiv contribuie la disfunctia endoteliocitelor cu hiperten-
siune portald, prin diminuarea disponibilititii NO si
intretinerea injuriei hepatice [19; 20].

Un rol important in medierea semnalelor stre-
sului oxidativ joacd sistemul renind-angiotensina.
Angiotensina II - elementul cheie al acestui sistem,
este implicatd in patogenia diverselor afectiuni cro-
nice, inclusiv in fibrogeneza hepaticd. Acest peptid
pro-oxidant cauzeaza disfunctie endoteliala, genera-
rea ROS, mediatori inflamatori si citokine pro-fibro-
genice. Angiotensina II declanseazd formarea ROS
atat pe calea NOX-dependentd (fiind legatd functio-
nal de NOX1, NOX2 si variabil de NOX4 din vase),
cét si la nivelul mitocondriilor. Radicalii liberi ai oxi-
genului activeaza inflamasomul NLRP3 (NOD-like
receptor protein 3), care prin intermediul caspazei-1
induce sinteza mediatorilor pro-inflamatorii IL-1f
si IL-18. Ulterior, IL-1p declanseaza calea pro-fibroge-
nicd prin sporirea sintezei TIMP-1 (inhibitorul tisular
al metaloproteinazei tip 1) sia IL-17. Ultimul, prin ca-

lea Stat3 (proteina transductoare a semnalului si acti-
vatoare a transcriptiei tip 3), determina transformarea
HSC statice in celule miofibroblast-like. Aceasta cas-
cada de citokine demonstreazd interrelatia verigilor
inflamatiei si stresului oxidativ in patogeneza fibrozei
hepatice, ceea ce necesitd a fi remarcat in contextul
identificarii unor agenti terapeutici [21; 20].

Angiotensina II poate exercita si actiune directa
pro-fibrogenicd asupra HSC, prin intermediul recep-
torului tip I al angiotensinei II, care mediaza prolife-
rarea, migrarea si contractia celulard [22]. Stimularea
HSC de catre angiotensina II rezulta in formarea cola-
genului tip I si a TGF-P. Angiotensina II sporeste con-
centratia intracelulard a calciului si a ROS, stimuland
numeroase cdi patologice dependente de enzime, pre-
cum protein-kinaza C si protein-kinazele mitogen-ac-
tivate (MAPK). Mai mult decat atat, angiotensina II
induce replicarea ADN-ului in HSC activate [16].

Factorul de crestere derivat din trombocite
(PDGF), cel mai potent mitogen al HSC, isi exercita
activitatea, preponderent, prin NOX [23]. PDGF in-
duce sinteza ADN-ului si, respectiv, proliferarea HSC.
De asemenea, acest factor de crestere cauzeazd hiper-
trofia miocitelor vaselor sangvine, determinata de in-
ducerea NOXI1, prin activarea proteinkinazei C0 si a
factorului de transcriptie ATF-1 (factorul 1 activator
al transcriptiei). Izoforma NOX care determina efectul
mitogen al PDGF nu se cunoaste [16].

Implicarea ROS in fibrogeneza hepatica este rele-
vatd si de rezultatele analizei ambiantei necesare pen-
tru activarea TGF-P1 - citokina-cheie a programului
transcriptional fibrogenic (figura 1). Transformarea
citokinei latente in cea activa necesitd, pe langd un pH
specific, trombospondina-1, metaloproteinaze matri-
ceale si radicali liberi ai oxigenului. Pe de alta parte,
activarea HSC mediatd de TGF-P1 este dependenta
de ROS generate de NOX4. TGF-P1 sporeste nivelul
ARNm, ce codifica pentru NOX4 pe calea Smad-de-
pendenta sau Smad-independentd (3-fosfatidil-ino-
zitol kinaza, c-Jun N-terminal kinaze), astfel induce
producerea ROS. TGF-p se leaga si activeaza recepto-
rii tip II si I, inducand fosforilarea Smad2 si Smad3,
care sunt in complex cu Smad4. Complexele Smad ac-
tivate patrund in nucleu si initiaza transcriptia genelor
tinta ale TGF-p (aSMA, COL1A1), inclusiv a genei ce
codificd sinteza NOX4 sau blocheaza genele epiteliale
(codificatoare ale N-caderinei, citokeratinelor 8, 18 si
19) [24]. Astfel, speciile reactive ale oxigenului deter-
mind tranzitia epitelial-mezenchimala (ECM) si acu-
mularea excesivd a compusilor matricei extracelulare,
inclusiv pe calea TGF-p1 [25; 26; 4]. De asemenea,
ROS generate de NOX4 pot determina translocarea
factorului nuclear kappa B (NFkB) in nucleu si initia
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Figura 1. Contributia ROS la inducerea si persistenta
fibrozei mediate de TGF-f conform J. Morry,
W. Ngamcherdtrakul si W. Yantasee [27, p. 242].

oxidarea ADN-ului, declansand cascada de evenimen-
te ce conduc la diferentierea HSC statice in miofibro-
blaste, acumularea in exces a matricei extracelulare si,
respectiv, progresarea fibrozei hepatice.

Actiunea pro-fibrogenica a TGF-P1 este determi-
natd si de supresia sistemului antioxidant [25], afectand
superoxid dismutaza (SOD) si catalaza (CT), precum si
sistemului glutationului: glutationul (GSH) si glutation
peroxidaza (GPX). Glutationul -unmajorantioxidant tri-
peptidic (y-glutamil-L-cisteinil-glicind), ce asigura pur-
jarea celulelor de ROS si mentinerea homeostaziei redox,
este sintetizat preferential in ficat, in doud etape catali-
zate de y-glutamil-cistein ligaza (GCL) si GSH sinteta-
za, cea dintéi fiind enzima criticd in acest proces. Astfel,
TGEF-P1 poate actiona ca un represor al sintezei gluta-
tionului, prin inducerea microARN-433, care suprima
nivelul ARNm ce codifici expresia GCL [25; 27].

Superoxid dismutazele SOD1 (citozol), SOD2 (mi-
tocondrii) si SOD3 (extracelular) sunt responsabile de
convertirea O,¢” in H,O, si O,. In procesul fibrogene-
zei hepatice, TGF-B1 inhiba expresia genelor ce codi-
ficd pentru sinteza SOD1, SOD?2 si a catalazei, care, de
asemenea reduce nivelul H,O,. Toate acestea sugereazd
cd actiunea pro-fibrogenica a TGF-f1 este determinata
de producerea unui dezechilibru redox, cu activarea sis-
temului generator al speciilor reactive ale oxigenului si
blocarea sistemului antioxidant [28; 29].

Stresul oxidativ si inflamatia se conditioneaza reci-
proc, formand o microambiantd favorabila fibrogene-
zei. Aditional acestei interrelatii directe, puntea de le-
gaturd dintre inflamatie si stresul oxidativ este asigurata
de HSC activate. Astfel, ciile patologice redox-sensibile
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influentate de stresul oxidativ regleaza statutul HSC si
induc semnalele pro-inflamatorii prin citokine si che-
mokine. Tar HSC activate de mediatorii pro-inflamatori
inhiba sistemul antioxidant si sporesc sinteza ROS [6].

Stresul oxidativ constituie un mecanism al diferitor
tipuri de injurie hepaticd cronica, inclusiv a celei eta-
nolice, in cazul céreia rolul principal este atribuit cito-
cromulului P450 de tip 2E1 (CYP2E1) [16]. Rezultatele
studiului realizat de Natalia Nieto, Scott L. Friedman si
Arthur I. Cederbaum, publicate in "Journal of Biological
Chemistry” (2002), au evidentiat actiunea ROS si a pro-
dusilor peroxidarii lipidelor citocrom P450 2E1 derivate
asupra activitatii si sintezei proteinelor colagenice de ca-
tre HSC. Pentru aceasta au fost utilizate doud co-culturi
ale celulelor stelate cu linii de celule de hepatocite de la
sobolani, una care exprima (celule E47) si alta care nu
exprima (celule C34) CYP2EI uman. Activitatea cata-
liticd a CYP2E1 a fost determinatd prin oxidarea p-ni-
trofenolului in p-nitrocatecol. Dat fiind faptul cd ROS,
ca H,0,, pot media efectele CYP2E1 asupra HSC, a fost
mdsuratd concentratia intracelulara a acestora. S-a sta-
bilit cd nivelul ROS este de 3 ori mai mare in celulele
E47 decat in celulele C34. Ulterior, prin analiza Western
blot, a fost elucidat faptul cd ROS si produsii peroxida-
rii lipidelor au indus o sinteza de colagen tip I in HSC
din co-cultura hepatocitara E47 de 4 ori mai mare decat
in cele din co-cultura hepatocitara C34, insd mecanis-
mul nu a fost determinat. Astfel, cercetarea respectiva
a subliniat comunicarea intercelulard intre hepatocite si
HSC, precum si impactul ROS derivate de la citocromul
P450 2E1 asupra fibrogenezei hepatice [30].

Reticulul endoplasmatic (ER) este un alt comparti-
ment metabolic distinct implicat in fibrogeneza hepati-
ca, responsabil preponderent de sinteza si foldingul pro-
teinelor. Sistemul de control al ER este foarte sofisticat
si permite iesirea din el doar a proteinelor corect impa-
chetate. Ins in conditiile injuriei hepatice cronice, acest
proces poate fi intrerupt de diverse semnale intra-/ex-
tracelulare, ceea ce determind acumularea proteinelor
neprocesate si inducerea mecanismului compensator,
numit rdspunsul proteinelor neimpachetate. Stresul ER
consta in disocierea conexiunii dintre proteina chaperon
GRP78 si cele 3 proteine transmembranare: enzima
necesitanta de inositol 1 (IRE1), kinaza reticulului en-
doplasmatic asemanitoare protein-kinazei R (PERK)
si factorul 6 activator al transcriptiei (ATF6), numite
senzori ai stresului ER. Activarea IREla determina fos-
forilarea JNK si translocarea NF-kB in nucleu, cu ulte-
rioara inducere a expresiei genelor pro-inflamatorii si
pro-fibrogenice si activarea HSC. De asemenea, IRE1
cliveazd micro-ARN 150, care are rol in prevenirea dez-
voltarii fibrozei hepatice prin reducerea aSMA. Asadar,
stresul persistent al ER induce activarea genelor pro-in-
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flamatorii si pro-fibrogenice, moduland programul
transcriptional [31; 32].

ROS pot activa semnalele mediate de factorii de
transcriptie Janus kinaze si NF-kB, intensificind ex-
presia genelor asociate fibrozei, precum COLIAL,
COL1A2, MCP1 si TIMP1 in HSC [33; 34; 35]. Nive-
luri sporite de ROS pot cauza deteriorarea ADN-ului
gazdei, activarea semnalelor mediate de proteinkina-
zele mitogen activate (MAPK) si inactivarea, precum
si degradarea MAPK fosfatazelor, care controleaza du-
rata de viata a celulelor si proliferarea lor [36]. Aceste
cai patologice sunt activate in fibroza hepaticd de eti-
ologie virala, atunci cand proteinele virale HBx si core
(HBV), E1, E2, NS3/4A, NS4B, NS5A (HCV) initiaza
formarea ROS [37]. Studii recente au conturat o noua
abordare a mecanismului prin care ROS induce fibro-
geneza hepatica. Conform acestuia, superoxid anio-
nul activeazd HSC, fapt evidentiat de sinteza a-SMA,
TGF-P1 si a colagenului, dupa ce intrd in ele, prin ca-
nalele de clor. Blocarea acestor canale impiedica ac-
tivarea HSC. Asadar, canalele de clor pot constitui o
tintd pentru noi medicamente anti-fibrotice [22].

CONCLUZII

Fibrogeneza hepatica este un proces multicelular,
care include semnale paracrine intre celulele hepati-
ce rezidente si cele imigrate, insa evenimentul central
care initiazd acest raspuns este activarea HSC in locul
inflamatiei in care ROS detin un rol important. Dar,
deoarece ROS constituie un grup heterogen de specii,
cu o varietate larga a reactivitatii chimice si a proprie-
tatilor biologice, blocarea stresului oxidativ reprezintd
o tinta terapeutica atractiva ce continud a fi studiata
[38].
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