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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica se caracteriza por una acumulacién progresiva de matriz extracelular y un
desequilibrio entre mediadores profibréticos y antifibréticos. Durante los Gltimos afios se ha avanzado mucho
en el conocimiento de los mecanismos de la biologia de la fibrosis pulmonar idiopatica. En este sentido, uno
de los hallazgos mas significativo es el descubrimiento de que la lesion de las células del epitelio alveolar
juega un papel importante en la patogénesis de esta enfermedad. En la presente revision se describen algunos
de los mecanismos por los cuales las lesiones en las células alveolares pueden contribuir al desarrollo de la
fibrosis pulmonar idiopdtica.

© 2012 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Alveolar epithelial cell injury as an etiopathogenic factor in pulmonary fibrosisa

BSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is characterized by a progressive accumulation of extracellular matrix and
an imbalance between profibrotic and antifibrotic mediators. In the last few years, understanding of the
mechanisms of the biology of IPF has increased. One of the most significant discoveries is the finding that
alveolar epithelial cell injury plays an important role in the pathogenesis of this disease. In this review, we
describe some of the mechanisms involved in alveolar cell injury and their contribution to the development
of IPF.

© 2012 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Aunque la causa de la lesion alveolar al inicio de la FPI no se cono-
ce, clasicamente se ha considerado que la formacién de fibrosis en el

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad pulmonar
alveolointersticial, que se caracteriza por un dafio epitelial y la acu-
mulacion de fibroblastos/miofibrobastos en los espacios alveolares. La
supervivencia media de los pacientes con FPI es de 3 a 5 afios después
de su diagnoéstico. La incidencia de la FPI se estima en 4,6 a 7,4/100.000
habitantes y la prevalencia es de 14/100.000 habitantes. Esta enfer-
medad puede presentarse a cualquier edad, aunque es mas comin
entre los 40 y 70 afios'. Si bien la etiologia de la FPI es desconocida, se
han propuesto un gran niimero de mecanismos para explicar su pato-
genia.

Correo electrénico: anna.serranomollar@iibb.csic.es.

parénquima pulmonar estaba provocada por una inflamacién crénica.
Actualmente, esta hipdtesis esta siendo reemplazada ya que los farma-
cos antiinflamatorios no son eficaces para el tratamiento de la FPI. Una
nueva hipétesis plantea que la desestructuracion del tejido pulmonar y
la formacidn de fibrosis son el resultado de una reparacién anémala
de las lesiones que dan lugar a una acumulacién progresiva de matriz
extracelular, una disminucién entre el equilibrio fibroblastos-miofi-
broblastos y la muerte continuada de las células epiteliales. Esta hip6-
tesis se apoya en los resultados que se han obtenido mediante estudios
ultraestructurales, donde se ha observado la muerte de las células epi-
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teliales en una fase temprana de la enfermedad?>. Por lo tanto, actual-
mente, la activacién y apoptosis de las células epiteliales se considera
uno de los eventos iniciales en el desarrollo de la FPI*%, Esta revisién
se centrara en la lesion de las células epiteliales alveolares como base
de la progresion de la FPL

Células alveolares

La superficie alveolar esta recubierta por 2 tipos de células epite-
liales alveolares, las llamadas células alveolares tipo I y tipo II (o neu-
mocitos tipo Iy tipo II), siendo las células alveolares tipo Il mas nume-
rosas que las tipo I6. Las células alveolares tipo I cubren el 90% de la
superficie alveolar debido a su estructura larga y aplanada, y son las
encargadas de realizar el intercambio gaseoso. En el espacio alveolar
también se encuentran los macréfagos alveolares, en forma de células
libres, que se desplazan hasta los bronquiolos terminales a través de
la luz de las vias respiratorias, aprovechando el movimiento ciliar de
las células epiteliales ciliadas’.

Las células alveolares tipo II se caracterizan por sintetizar y secre-
tar surfactante pulmonar, formado por una gran proporcién de fosfo-
lipidos (85%) y por proteinas (15%), de la cuales se han descrito 4 tipos
la A, B, Cy D&. El surfactante activa la superficie alveolar y evita su
colapso, ademas de tener otras funciones importantes como defensa
inmunolégica®. Las células alveolares tipo Il son progenitoras de las
células alveolares tipo I y, por ello, son las responsables de la repara-
cién alveolar después de dafios celulares epiteliales.

En condiciones normales, la reparacién del epitelio alveolar se
produce a través de la proliferacion de las células alveolares tipo Il y
su diferenciacién a células alveolares tipo I. Sin embargo, la FPI se ca-
racteriza por el hecho de que tanto las células alveolares tipo Il como
las tipo [ mueren y son reemplazadas por fibroblastos. Ademas, otra
de las caracteristicas de la FPI es que en los focos de fibrosis hay una
gran actividad de proliferacién de fibroblastos que también constitu-
yen zonas de lesion epitelial y se asocian a la muerte de células alveo-
lares. Ello conlleva a la migracién de mas fibroblastos a estas zonas de
lesién dentro del espacio alveolar aéreo, dando lugar a la fibrosis in-
traalveolar. Por tanto, la FPI representaria una enfermedad caracteri-
zada por la ausencia de una adecuada reepitelizacién y la conducta
anormal de los fibroblastos.

Muerte de las células alveolares

Los diferentes tipos de muerte celular que se conocen son: la apop-
tosis, la autofagia y la necrosis. La apoptosis y la autofagia son formas
diferentes de muerte celular programada, y se producen en ausencia
de una respuesta inflamatoria, que se asocia principalmente a la
muerte celular necrética. Aunque todas ellas contribuyen a la patogé-
nesis de la FPI en diferentes contextos, la FPI se asocia mayoritaria-
mente a una muerte celular por apoptosis. La apoptosis celular juega
un papel muy importante en la homeostasis del pulmén normal, tam-
bién participa en la patogénesis de diferentes enfermedades pulmo-
nares. Actualmente hay un gran nimero de estudios que describen la
importancia que tiene la apoptosis en el proceso del remodelado pul-
monar asociado a enfermedades pulmonares fibréticas'®-, De hecho,
este proceso es una de las caracteristicas principales de la FPI. La
apoptosis contribuye en el desarrollo de la FPI mediante 3 procesos
diferentes: a) incremento de la apoptosis en las células epiteliales, lo
que impedira una correcta reepitelizacién; b) resistencia de la apop-
tosis en los fibroblastos y miofibroblastos que dara lugar a un incre-
mento de las lesiones fibroticas, y c) insuficiente eliminacién de las
células apoptéticas, lo que mantendra un ambiente inflamatorio. En
pacientes con FPI se ha observado un incremento de la apoptosis en
las células alveolares tipo Il en el epitelio hiperplasico cubierto de fi-
broblastos, aunque también se ha detectado apoptosis de las células
alveolares en regiones del pulmén practicamente normales*, Ade-
mas, actualmente ya se ha demostrado en modelos experimentales de

fibrosis pulmonar que la induccién de apoptosis en las células epite-
liales es suficiente para desencadenar un proceso de fibrosis™2. Por lo
tanto, segiin estas evidencias, la pérdida de las células alveolares tipo
Il compromete el mecanismo de reparacién, por lo que juegan un pa-
pel importante en el desarrollo y la progresion de la fibrosis pulmo-
nar.

La apoptosis puede ser desencadenada por la via extrinseca o in-
trinseca. La via extrinseca es directa y promueve la activacion de la
cascada de caspasas mediante los receptores de muerte presentes en
la membrana celular. Estos son miembros de la superfamilia de los
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) (que incluyen Fas/
CD95 y DR 4/5). La unién de los ligandos a sus receptores de muerte
disparara la activacién de la procaspasa-8 o 10 induciendo la apopto-
sis celular. La activacién de las caspasas inducira la apoptosis celular
mediante la activacién final de las caspas 3-7% (fig. 1). La via intrinse-
ca se inicia en la mitocondria y se activa por un “estrés” celular. Las
sefiales intracelulares reduciran la expresién de proteinas antiapop-
téticas como Bcl-2 y Bcl-x e incrementaran la expresion de proteinas
proapoptoéticas como Bak, Bax y Bim. Esto dara lugar a la liberacién
del citocromo-C que activara a la procaspasa 8-9. La activacion de la
caspasa 8 y 9 dara lugar a la muerte celular convergiendo en este paso
con la via extrinseca® (fig. 1).

Finalmente, la pérdida de la adhesién celular o de las sefiales de
adhesion, puede también dar lugar a un tipo de apoptosis denomina-
da anoikis™. La anoikis es un mecanismo de induccién de apoptosis
importante en las células estructurales, tales como las células epite-
liales y mesenquimales, que normalmente se encuentran adheridas
en la membrana basal o a otros sustratos como la matriz extracelu-
lar”. Por lo tanto, la pérdida de la adhesién celular también regulara e
inducira la muerte celular.

Por desgracia, las agresiones que provocan las lesiones en las célu-
las epiteliales que dan lugar a la fibrosis pulmonar, no se conocen.
Posiblemente no es un solo factor el que inicia esta respuesta fibroti-
ca, sino que estaran implicados numerosos factores y mecanismos. En
este sentido, se han propuesto diferentes agentes como infecciones
viricas, humo del tabaco, reflujo gastroesofagico y exposicion a agen-
tes ambientales. Todos ellos podrian inducir un desequilibrio entre
moléculas profibréticas y antifibréticas, provocando alteraciones tan-
to en la proliferacién como en la induccién de la apoptosis celular y en
la transicién epitelial-mesenquimal.

Inflamacion

No hay que olvidar que, aunque actualmente el papel de la infla-
macién esta en entredicho respecto a la evolucion de la FPI, ésta juega
un papel importante tanto al inicio de la enfermedad como en las exa-
cerbaciones agudas’®. La inflamacién puede inducir apoptosis me-
diante la expresion de citocinas inflamatorias como el TNF-a y la ex-
presion del ligando de Fas (figs. 1y 2). Por otro lado, también se
incrementa la generacién de radicales libres de oxigeno (RLO). En este
sentido hay miltiples trabajos que demuestran la importancia del es-
trés oxidativo en la evolucién de la FPL

Estrés oxidativo

Hay multiples trabajos que demuestran la importancia del estrés
oxidativo en la evolucién de la FPI. Los RLO causan tanto la degrada-
cién como la modificaciéon de diferentes componentes celulares, in-
cluyendo proteinas, lipidos y ADN, que pueden actuar como sefiales
moleculares extracelulares e intracelulares que alteraran la expresion
génica, el crecimiento celular y los diferentes tipos de muerte™. Asi-
mismo, los RLO también pueden actuar de la misma manera activan-
do diferentes vias moleculares. La activacién de apoptosis por la via
intrinseca se ha observado en cultivos celulares expuestos a RLO (figs.
1y 2). En este sentido, la sobreexpresion de antioxidantes o proteinas
antiapoptéticas son capaces de proteger a la muerte de la célula indu-
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Figura 1 Vias de activacién de la cascada de caspa-
sas: intrinseca y extrinseca. RLO: radicales libres de
oxigeno.

cida por los RLO. Por otro lado, la exposicién a los RLO puede activar la
via de las cinasas dando lugar, en este caso, a la activacion de la apopto-
sis celular mediante la via extrinseca (figs. 1y 2)?°. Aunque la fuente
RLO en el pulmoén se asocia exclusivamente a las células inflamatorias,
las células parenquimatosas y los miofibroblastos también son fuentes
de radicales que aumentaran la apoptosis de las células alveolares?'.

Factor de crecimiento transformante beta

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) participa en
todos los procesos de reparacion tisular. EI TGF- es el factor profibrd-
tico mas potente que se conoce en la actualidad y su sobreexpresion se
asocia a enfermedades fibréticas (fig. 2). Ademas de ejercer muchas
otras funciones, el TGF-B induce la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular y actGia como un potente factor quimiotactico para las cé-
lulas inflamatorias, lo que ayuda a mantener el ambiente inflamatorio.
En pacientes con FPI se ha observado un incremento en la expresién
del TGF-B, tanto en las células epiteliales como en los macréfagos al-
veolares. El TGF-B ejerce su funcién mediante la activacion de la fami-
lia de factores de transcripcién Smad. Una vez que el TGF-§3 se une a su
receptor, induce la fosforilacién de Smad 2 y Smad 3 que forman com-
plejos con Smad 4. Estos complejos se trasladan al niicleo y regulan la
transcripcion de diferentes mediadores. Segin el tipo celular, el TGF-3
inducira una respuesta u otra. En las células epiteliales, el TGF-§ indu-
ce apoptosis celular mediante la activacion de la via Fas-Fas Ly la acti-
vacién de la caspasa 3%2 En cambio, cuando el TGF-f se une al receptor
de un fibroblasto induce la sintesis de proteinas de la matriz extracelu-
lar y otros mediadores profibroticos, ademas de promover la diferen-
ciacién de fibroblasto a miofibroblasto®24,

Resistencia de los fibroblastos a la apoptosis

Es paradéjico que durante la evolucién de la FPI tenga lugar la
apoptosis de las células alveolares al mismo tiempo que se bloquea la
apoptosis de los fibroblastos. Hasta el momento, el conocimiento que
tenemos de la respuesta fibrogénica indica que hay un incremento en
la muerte de las células del epitelio alveolar que dara lugar a la pro-
duccién de mediadores inductores de la proliferacién de fibroblastos.
Para que tenga lugar una reparacién normal se requiere la eliminacién
del exceso de células mesenquimales de la zona de la lesién. En cam-

bio, en la FPI la eliminacién de estas células se retrasa o no se produce.
Una teoria reciente indica que los miofibroblastos han adquirido re-
sistencia a la apoptosis, lo que podria explicar un mayor namero de
miofibroblastos en los focos de fibrosis®>. De hecho se ha descrito que
las células mesenquimales que se encuentran en los focos de fibrosis
se caracterizan por tener un fenotipo antiapoptdtico (es decir, tienen
activadas continuamente las vias de sefializacién que promueven la
supervivencia celular). Ademas, también se han descrito varios meca-
nismos que explicarian la resistencia a la apoptosis en las células me-
senquimales, como alteraciones genéticas y una mala regulacién en
respuesta al microambiente pulmonar. Hay estudios que han mostra-
do una desregulacién de la sefializacién apoptética en fibroblastos
aislados de biopsias de pacientes con FPI. Estos fibroblastos de pul-
mones de pacientes con FPI son mas resistentes a la induccién de
apoptosis a través de Fas L en comparacién con los fibroblastos aisla-
dos de un pulmdn sano?, Ademas, la resistencia de estos fibroblastos
a estimulos apoptéticos se acompaiia de una sobreexpresion de pro-
teinas antiapoptoéticas. Por lo tanto, estos hallazgos apoyarian el con-
cepto de la adquisicion de un fenotipo resistente a la apoptosis por
parte de las células mesenquimales que participan en la reparacién de
la lesién pulmonar, lo que puede contribuir a la persistencia de fibro-
sis. Sin embargo, estos estudios no explicarian esta paradoja, ya que
hay otros estudios que han obtenido resultados contrarios a éstos,
donde han observado que fibroblastos aislados de pacientes IPF pre-
sentaban menores tasas de crecimiento y mayores tasas de apoptosis
espontanea?.

Estrés del reticulo endoplasmatico

Durante estos Gltimos afios se ha despertado un gran interés por el
estudio del estrés del reticulo endoplasmatico en las células alveola-
res y suimplicacién en el desarrollo de la FPI?6%, El estrés del reticulo
endoplasmatico tiene lugar cuando aparecen condiciones que pertur-
ban el proceso y el plegamiento de las proteinas, lo que dara lugar a
una acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplas-
matico y la activacién de diferentes vias asociadas a la respuesta de
las proteinas desplegadas (UPR, unfolded protein response). La activa-
cién de UPR tiene lugar cuando las células se encuentran bajo estrés
debido a factores como la disminucién de calcio, el estrés metabélico,
la reduccién de las reservas de energia, la sintesis de proteinas eleva-
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Figura2 Esquema de los diferentes mecanismos que inducen la muerte de las células
alveolares dando lugar a la fibrosis pulmonar idiopatica. RLO: radicales libres de oxi-
geno.

da o la expresién de proteinas mutantes®. La UPR se encarga de mejo-
rar el plegamiento de las proteinas, mantener la homeostasis celular y
evitar la muerte celular causada por la acumulacién de proteinas mal
plegadas, que se agregan e interfieren con las funciones celulares
basicas?'32, Las funciones de la UPR se realizan a través de mecanis-
mos que reducen la sintesis de proteinas, incrementan el metabolis-
mo y la expresion las de proteinas redox, y promueven la degradacién
de proteinas. Cuando los mecanismos de la UPR fallan, o cuando el
estrés del reticulo endoplasmatico es demasiado grave, tiene lugar la
interrupcioén del crecimiento y la muerte celular inducida por apopto-
sis.

Inicialmente, el estrés del reticulo endoplasmatico se asoci6 al de-
sarrollo de la FPI sdlo en la FPI familiar, debido a una mutacién en la
proteina surfactante C que evita que la proteina se pliegue correcta-
mente y ésta se acumula en el reticulo endoplasmatico de las células
alveolares tipo II, induciendo el estrés de éste y la activacion de UPR®,
Actualmente se ha demostrado que en ausencia de esta mutacion,
también se observa estrés del reticulo endoplasmatico en las células
alveolares de pacientes con FPI no familiar?%°, La causa por la cual se
genera un estrés del reticulo endoplasmatico en la FPI no se conoce,
pero se piensa que hay miltiples factores que podrian inducirlo, como
por ejemplo un mal procesamiento de las proteinas del surfactante.
También es posible que después de una lesién durante la regenera-
cién del epitelio, las células alveolares entren en un estado de estrés
del reticulo endoplasmatico y activen la UPR en respuesta a la deman-
da metabdlica, lo que perpetuaria la lesién. Por Gltimo, las exposicio-
nes a particulas inhaladas y a virus podrian contribuir al estrés del
reticulo endoplasmatico. Por lo tanto, el estrés del reticulo endoplas-
matico en las células alveolares podria inducir su muerte por apopto-
sis y representaria también un mecanismo de activacién de la res-
puesta fibrética (fig. 2).

Transicion epitelio-mesenquimal

Otro mecanismo importante, que recientemente se ha asociado al
desarrollo de la FPI es la transicion de las células epiteliales a células
mesenquimales, lo que se denomina EMT (epitelial to mesenchimal
transition). Como se ha comentado anteriormente, las lesiones que
tienen lugar en el epitelio alveolar pueden estar inducidas por la in-
flamacion, la generacién de RLO y la sobrexpresién del TGF-p. Tanto el
TGF-B como los RLO pueden inducir la expresion de marcadores me-
senquimales en las células alveolares, lo que dara lugar a la transicion
de célula alveolar a un fenotipo miofibroblastico. Las células que han
sufrido EMT expresan marcadores tipicos de células epiteliales (pro-
teinas del surfactante pulmonar) a la vez que expresan marcadores
tipicos de miofibroblastos como la alfa-actina del musculo liso y ad-
quieren capacidad de migracién3+* (fig. 2). Todo ello se ha observado
tanto en el tejido pulmonar de pacientes con FPI como en modelos
animales de fibrosis pulmonar?.
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