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1 El hígado 

1.1 Estructura y función 

El hígado es un órgano situado en el cuadrante superior derecho del abdomen, cuyo peso oscila entre 1.2 y 1.6 

kg. Es un órgano muy irrigado que recibe por un lado, una gran cantidad de sangre de la vena porta, pobre en 

oxígeno pero rica en nutrientes y toxinas, y por otro, sangre oxigenada de la arteria hepática. La sangre de la 

vena porta proviene del tracto digestivo, el bazo y el páncreas; y circula por los sinusoides hepáticos permitiendo 

la absorción de nutrientes y otros compuestos, como fármacos, para su posterior metabolización, 

almacenamiento o eliminación. El hígado también tiene una importante función inmune debido a la llegada de 

microorganismos y productos de la microbiota del intestino. Además, el hígado funciona como glándula exocrina, 

produciendo bilis que es secretada a los conductos biliares; y endocrina, participando en la producción de 

hormonas. Por otro lado, produce la mayor parte de proteínas plasmáticas como albúmina o fibrinógeno entre 

otras, y sirve como almacenamiento de glucógeno, hierro y vitaminas (1). 

A nivel histológico, la unidad funcional y estructural clásica del hígado es el lobulillo hepático, que consiste en 

una estructura hexagonal alrededor de la vena central formada por hepatocitos y capilares sinusoidales, y 

rodeada de tejido conectivo que forma el espacio portal. En este espacio encontramos la tríada portal compuesta 

por ramas de la vena porta y de la arteria hepática, el conducto biliar y también vasos linfáticos y nervios. Esta 

organización es indispensable para la función hepática ya que permite la circulación de la sangre a través de los 

sinusoides desde la vena porta hasta la vena central, donde se incorpora a la circulación sistémica por la vena 

hepática (Figura 1). 

El parénquima está formado por los hepatocitos dispuestos radialmente y separados por los sinusoides formados 

por células endoteliales fenestradas, donde se encuentran las células de Kupffer, macrófagos residentes del 

hígado. De esta manera, en el espacio subendotelial se forma un área de intercambio entre la sangre y los 

hepatocitos llamado espacio de Disse donde se encuentran las células estrelladas hepáticas (CEH). 

 

Figura 1: Estructura del lobulillo hepático. 

El lobulillo hepático es la estructura funcional del hígado. La sangre procedente de la vena porta circula hacia la vena central a 

través de los capilares sinusoidales permitiendo el intercambio de moléculas con los hepatocitos. Entre los hepatocitos y las 

células endoteliales, encontramos el espacio de Disse donde residen las células estrelladas hepáticas (CEH). Figura 

modificada de Adams et al, 2006 (2). 
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1.2 Células hepáticas 

Los hepatocitos representan aproximadamente un 80% del volumen del hígado mientras que las células no 

parenquimales, menos abundantes, incluyen múltiples tipos celulares como las células estrelladas, las células 

endoteliales, los colangiocitos, las células de Kupffer y otras células del sistema inmunitario como linfocitos o 

células dendríticas. 

1.2.1 Hepatocitos 

Los hepatocitos son células poliédricas de entre 25 y 30 m con gran capacidad metabólica que realizan la 

mayoría de las funciones del hígado. Por un lado, participan en el metabolismo de la glucosa y su 

almacenamiento en forma de glucógeno y son responsables del mantenimiento de la glucemia normal mediante 

procesos de glucogenólisis y gluconeogénesis. Por otro lado, juegan un papel importante en metabolismo de 

lípidos y la síntesis de lipoproteínas y colesterol, y además pueden almacenar triglicéridos. Los hepatocitos 

también son capaces de degradar el grupo amonio resultante del metabolismo de aminoácidos, además de 

sintetizar gran parte de las proteínas plasmáticas y de los componentes de la bilis. 

Los hepatocitos son células polarizadas que presentan receptores y transportadores especializados en cada 

polo. El polo sinusoidal tiene microvilis expuestos al espacio de Disse y se caracteriza por moléculas de 

intercambio entre el hepatocito y la sangre. En cambio, el polo canalicular en contacto con el canalículo biliar, 

que se forma entre dos hepatocitos, presenta una membrana más especializada en la excreción de bilis. 

Asimismo, existe una heterogeneidad metabólica dentro del lobulillo debido al gradiente de oxígeno y nutrientes 

que se forma entre las ramas de la arteria hepática y la vena central. De esta manera, se conoce que en los 

hepatocitos periportales, más ricos en oxígeno y substratos, predominan los procesos gluconeogénicos mientras 

que en los perivenosos son más frecuentes los procesos glicolíticos.  

1.2.2 Células estrelladas 

Las células estrelladas hepáticas (CEH) son células mesenquimales que en condiciones normales, representan 

aproximadamente un 15% de las células totales del hígado. Situadas en el espacio de Disse, presentan 

prolongaciones que se extienden hacia los hepatocitos y las células sinusoidales, originando forma estrellada 

que ya fue descrita en 1876 por Karl Kupffer (3). 

En condiciones no patogénicas, la función más importante de las CEH es el almacenamiento de vitamina A 

(retinoides) en forma de gotas lipídicas en el citoplasma. Sin embargo, la función más relevante y más estudiada 

estos últimos años es su participación en procesos fibrogénicos. Dada su localización en el espacio de Disse, las 

CEH están en contacto con los otros tipos celulares del hígado facilitando la comunicación con las células 

vecinas mediante mediadores solubles y citoquinas. Muchos de estos estímulos paracrinos resultantes de daño 

hepático o inflamación, así como factores extrahepáticos, inducen la activación de estas células que se 

diferencian a miofibroblastos y adquieren funciones proliferativas, migratorias y contráctiles (Figura 2). Durante 

esta activación, se producen cambios fenotípicos como la pérdida gradual de los acúmulos de vitamina A y el 

aumento de la expresión de proteínas implicadas en la remodelación de la matriz extracelular (MEC). Además, 

también amplifican las señales inflamatorias secretando citoquinas y quimioquinas como MCP-1 o RANTES, y 

favoreciendo la infiltración de macrófagos, neutrófilos y otras células inmunes. En consecuencia, se produce un 

desajuste entre la síntesis y degradación de MEC que conduce al desarrollo de la fibrosis hepática (4). 
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Figura 2: Activación de las células estrelladas hepáticas. 

Las CEH quiescentes reciben estímulos de origen diverso estimulando su activación y su diferenciación. Las CEH activadas se 

caracterizan por la pérdida de las vesículas de retinoides, la proliferación, un aumento de la capacidad migratoria y la 

adquisición de funciones contráctiles. Además la expresión de colágeno y enzimas relacionados con la MEC (TIMP y MMP) así 

como de citoquinas y quimioquinas promueven los procesos fibrogénicos e inflamatorios. Figura modificada de Tsuchida; 

Friedman, 2017 (5). 

1.2.3 Células de Kupffer 

Las células de Kupffer son macrófagos del hígado que representan la población más grande de macrófagos 

residentes del ser humano. Estudios recientes sostienen que las células Kupffer se originan en el hígado fetal a 

partir de progenitores eritromieloides, descartando un origen hematopoyético (6); además mantienen capacidad 

para proliferar y mantener su población sin necesidad de infiltración de monocitos. 

Situados en el lumen de los sinusoides, adheridos a las células endoteliales, son claves en la respuesta 

inmunitaria del hígado, y son más abundantes en regiones periportales que en regiones centrolobulares. Las 

células de Kupffer presentan prolongaciones citoplasmáticas que se extienden hacia el espacio de Disse 

aumentando su superficie y contacto con otros tipos celulares. En homeostasis, las células de Kupffer participan 

en el metabolismo del hierro, la bilirrubina así como lipoproteinas, y pueden fagocitar eritrocitos dañados o 

células apoptóticas. Asimismo, su principal función es eliminar de la circulación endotoxinas y patógenos 

procedentes de la vena porta reconociendo patrones moleculares asociados a patógenos o daño (PAMPS o 

DAMPS, pathogen or damage-associated molecular pattern molecules). De esta manera pueden iniciar 

respuestas inflamatorias, produciendo citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-), radicales de oxígeno y otros mediadores 

inflamatorios, y reclutando otras células inmunitarias. Esta función tan importante para la defensa del organismo 

necesita un control meticuloso para evitar una inflamación excesiva que pueda implicar daño hepático. De hecho, 

se conoce el papel fundamental de las células de Kupffer en la patogénesis de múltiples enfermedades hepáticas 

o metabólicas, como el consumo de alcohol o la obesidad (7).  

1.2.4 Células endoteliales sinusoidales 

Las células endoteliales sinusoidales hepáticas (LSEC) representan aproximadamente el 20% de las células 

hepáticas y son células muy especializadas cuyas fenestraciones, de entre 50 y 150 nm, forman un capilar 

discontinuo muy permeable. Esta característica permite el intercambio de substancias, como lipoproteínas, 
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proteínas del plasma o metabolitos, entre hepatocitos y la sangre a través del espacio de Disse. Al contrario que 

otras células endoteliales, las LSEC expresan receptores de membrana de tipo scavenger, así como receptores 

de manosa y de inmunoglobulinas; por lo que presentan capacidad endocítica para eliminar macromoléculas 

solubles y pequeñas partículas y tienen un papel clave en inmunidad (8). 

Por lo tanto, los sinusoides son fundamentales para una correcta función hepática. En condiciones patogénicas, 

la disfunción del endotelio sinusoidal se traduce en la desaparición de las fenestraciones alterando el intercambio 

de substancias entre la sangre y los hepatocitos.  

1.3 Enfermedades hepáticas 

A causa de su estructura y función, el hígado está continuamente expuesto a metabolitos, toxinas, virus y a 

antígenos derivados de los microorganismos del sistema digestivo, entre otros elementos nocivos. Cuando el 

hígado no es capaz de metabolizar o eliminar todos estos productos se dañan las células hepáticas pudiendo 

ocasionar procesos de muerte celular e inflamación. 

En el caso de las enfermedades hepáticas agudas, los síntomas aparecen rápidamente y se resuelven en un 

periodo corto de tiempo, como por ejemplo el daño hepático inducido por fármacos como el paracetamol o 

algunas hepatitis víricas. Por el contrario, cuando la enfermedad dura más de seis meses se habla de 

enfermedad hepática crónica que se caracteriza por una lesión continuada que induce un proceso de destrucción 

y regeneración del parénquima hepático que conduce a fibrosis y cirrosis aumentando el riesgo de cáncer de 

hígado. Es el caso de la esteatohepatitis alcohólica y no alcohólica o de la hepatitis C. 

2 Esteatohepatitis no alcohólica 

La incidencia de la enfermedad del hígado graso no alcohólica (EHGNA) está aumentando a nivel mundial 

alcanzando una prevalencia global de aproximadamente 25% (9) debido a su estrecha relación con la epidemia 

de obesidad y síndrome metabólico. Por ello, se está convirtiendo en la principal causa de enfermedad hepática 

en los países desarrollados. 

Esta enfermedad se caracterizada principalmente por la acumulación de grasa en los hepatocitos e incluye 

desde una simple esteatosis, sin daño hepático, a la manifestación más compleja, la esteatohepatitis no 

alcohólica (EHNA). En esta última, la esteatosis viene acompañada de una excesiva deposición de matriz 

extracelular e inflamación que pueden progresar a cirrosis hepática aumentando el riesgo de cáncer hepático. A 

nivel histopatológico, la EHNA se define por la degeneración de los hepatocitos, denominada balonización 

hepatocitaria (ballooning, en inglés), que se identifica por un citoplasma más grande e hinchado, y por la 

aparición de cuerpos de Mallory, filamentos de citoqueratina en el citoplasma. Además, la infiltración inflamatoria 

es notoria y pueden observarse diferentes grados de fibrosis hepática. 

2.1 Patogénesis de la EHNA: teoría del múltiple impacto 

Aunque la enfermedad del hígado graso no alcohólica está asociada significativamente a la obesidad, la 

hipernutrición y un estilo de vida sedentario, la transición a EHNA de una parte de los enfermos (alrededor de 

12%(10)) puede explicarse por muchos factores. Este concepto, denominado como la teoría del múltiple impacto, 

se ha desarrollado estos últimos años a partir distintos estudios y comprende factores hepáticos, extrahepáticos 

y genéticos que favorecerían los procesos inflamatorios y la lesión hepática (Figura 3). 

2.1.1 Factores genéticos 
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En 2008, el primer estudio de asociación de genoma completo (GWAS) identificó una variante genética con 

mayor riesgo de enfermedad del hígado graso no alcohólica (11). Un alelo de PNPLA3 (Patatin-like 

phospholipase domain-containing 3) resultó relacionarse con un alto contenido de grasa hepática e inflamación. 

Otros estudios confirmaron que este SNP, PNPLA3 rs738409[G], que sustituye una isoleucina a metionina en la 

posición 148, está fuertemente asociado a la progresión de la enfermedad (12, 13) y también al desarrollo de 

cáncer hepático(14, 15). 

Otro polimorfismo identificado mediante GWAS con gran asociación a la patogénesis y progreso de EHNA es 

TM6SF2 (Transmembrane 6 superfamily member 2) rs58542926 (16), proteína implicada en la secreción de 

lipoproteínas. Esta variante se relaciona con un alto contenido de triglicéridos en hígado y bajo en circulación 

sanguínea resultando en un riesgo elevado de EHNA pero una menor probabilidad de enfermedades 

cardiovasculares (16, 17). Sin embargo, hasta el momento, no se ha establecido ninguna relación de este gen 

con el desarrollo de hepatocarcinoma en enfermos de EHNA. 

Pese a que el papel biológico de las variantes está aún por esclarecer, éstas son interesantes para identificar y 

clasificar pacientes de hígado graso con más riesgo a progresar a EHNA y cáncer hepático y poder prevenir 

estas complicaciones. 

2.1.2 Lípidos y lipotoxicidad 

En el hígado, la ingesta excesiva de lípidos, además de acumularse en forma de triglicéridos, induce en los 

hepatocitos procesos de estrés celular, producción de ROS y muerte celular que favorecen la inducción de una 

respuesta inflamatoria. Esta lipotoxicidad junto a otros factores que también inducen daño en los hepatocitos 

están implicados en la progresión hacia EHNA. 

Pese a ser una de las características de la enfermedad, la formación de gotas lipídicas y la síntesis de 

triglicéridos en los hepatocitos parece ser un mecanismo de protección para contrarrestar la toxicidad de ciertos 

lípidos y sus metabolitos (18). Por el contrario, está descrito que los ácidos grasos libres, sobre todo los 

saturados como el palmitato, aumentan la expresión de los componentes asociados a la respuesta a proteínas 

desplegadas (UPR) induciendo estrés del retículo endoplasmático y apoptosis a través de la fosforilación de JNK 

y la sobreexpresión de PUMA (19). Por otro lado, el incremento de la metabolización de estos ácidos grasos 

mediante la -oxidación en la mitocondria genera una producción elevada de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) (20). Con el tiempo, la producción sostenida de ROS desencadena alteraciones de la cadena respiratoria 

y la consecuente disminución de los niveles de ATP provocando una inestabilidad mitocondrial que pone en 

riesgo la viabilidad del hepatocito (21). 

Respecto al colesterol, su acumulación en hígado se ha observado tanto en pacientes con EHNA como en 

modelos animales de la enfermedad (22) y también se ha visto implicado en la patogénesis de la enfermedad. En 

hepatocitos, el aumento del colesterol libre reduce los niveles de glutatión en la mitocondria sensibilizándolos a 

estímulos apoptóticos como TNF (23). Además el exceso de colesterol forma cristales en las células de Kupffer 

que inducen la activación del inflamasoma y contribuyen a la inflamación hepática (24). 

2.1.3 Resistencia a insulina y tejido adiposo 

Por lo general, la resistencia a insulina se manifiesta en muchos pacientes de EHGNA y desencadena una serie 

de alteraciones en el metabolismo que contribuyen significativamente al desarrollo de la enfermedad. La insulina 

regula el metabolismo de glúcidos y lípidos en el hígado y en otros órganos como el tejido adiposo o muscular. 

La ausencia de señalización de esta hormona activa la lipolisis en el tejido adiposo aumentando los niveles de 

ácidos grasos libres que se acumularán en el hígado en forma de triglicéridos e inducirán lipotoxicidad. Además, 
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la resistencia a insulina en los hepatocitos induce la gluconeogénesis e inhibe la formación de glicógeno, 

aumentando los niveles de glucosa que será redirigida a vías lipogénicas (25) incrementando el daño celular. Por 

ello, una mayor resistencia a insulina correlaciona con una progresión más agresiva de la enfermedad hepática 

(26). 

Por otro lado, las alteraciones metabólicas conllevan una disfunción del tejido adiposo. Esto se caracteriza por la 

infiltración de células inflamatorias, como macrófagos, en respuesta a la muerte de adipocitos en el tejido 

adiposo visceral (27) y por la secreción de citoquinas proinflamatorias como TNF-o IL-6 (28). En pacientes 

obesos, se ha descrito una relación entre la presencia de macrófagos en el tejido adiposo visceral y la progresión 

de la fibrosis (27) por lo que la inflamación del tejido adiposo promueve a nivel hepático procesos inflamatorios y 

fibrogénicos. 

 

Figura 3: Interacción entre las células hepáticas en EHNA. 

Las CEH reciben múltiples señales de las células hepáticas y así como tejidos extrahepáticos (intestino y el tejido adiposo). 

Citoquinas, DAMPs, PAMPs y otras moléculas inducen la activación de las CEH iniciando el proceso fibrogénico. Figura 

adaptada de Schuster et al., 2018 (29) 

2.1.4 Eje intestino-hígado 

Durante la última década, el papel de la microbiota intestinal en procesos inflamatorios ha aportado nuevas vías 

de señalización importantes en distintas enfermedades (30). En obesidad y enfermedades hepáticas, la disbiosis 

intestinal, es decir el cambio en las poblaciones de microorganismos, ha sido descrita y caracterizada en 

humanos y en modelos animales (31-33), estableciendo una conexión entre el hígado y el intestino. 

Uno de los efectos de la disbiosis, es la pérdida de integridad intestinal que permite la translocación de bacterias 

o algunas de sus proteínas induciendo inflamación, sobre todo en el tejido hepático, por lo que los niveles de 

endotoxina en sangre son mayores en pacientes con EHNA que en individuos controles (34). Endotoxinas y otros 

productos microbianos activan rutas inflamatorias, mediante TLR4 y otros receptores, en las células inflamatorias 

del hígado aumentando la inflamación e induciendo la deposición de matriz extracelular. De hecho, la ausencia 

de TLR4 en modelos murinos de EHNA disminuye el daño hepático y la inflamación (35). 
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Asimismo, los ácidos biliares, sintetizados en el hígado como componente principal de la bilis y secretados al 

intestino para la absorción de grasas, juegan un papel importante en la comunicación entre el hígado y el sistema 

gastrointestinal participando en la patogénesis del EHNA (36). Tanto en pacientes con EHNA como en modelos 

animales se han observados alteraciones en la composición y los niveles de ácidos biliares en hígado (37, 38) 

que podría estar relacionado con la disbiosis intestinal (39). Estos cambios pueden modificar el metabolismo de 

glucosa y lípidos a través de los receptores nucleares FXR y los receptores TGR5 y además pueden estar 

implicados en la inducción de la inflamación y fibrosis. Por otro lado, estos receptores en los enterocitos 

estimulan la producción del factor de crecimiento de fibroblasto FGF19 (FGF15 en ratones) que en los 

hepatocitos se une a su receptor FGFR4 regulando negativamente la síntesis de más ácidos biliares. Al analizar 

los niveles de FGF19 se ha observado una menor producción en el intestino en pacientes con EHGNA y una 

menor respuesta hepática a éste en los pacientes con resistencia a insulina (40), destacando la importancia de la 

señalización de los ácidos biliares en la patogénesis de la enfermedad y su posible modulación con fines 

terapéuticos. 

2.2 Progresión y regresión de la fibrosis hepática 

La inflamación y el desarrollo de fibrosis es el punto de inflexión en la progresión de la enfermedad. De hecho, la 

mortalidad relacionada con la enfermedad hepática aumenta exponencialmente con la aparición y desarrollo de 

fibrosis (41, 42). La fibrosis se caracteriza por un desequilibrio entre la producción y la degradación de matriz 

extracelular que favorece el depósito de colágeno y disminuye la flexibilidad del hígado. En este proceso las CEH 

y su activación juegan un papel crucial. 

2.2.1 Progresión de la fibrosis hepática 

Diversas señales inician el proceso de activación y la diferenciación a miofibroblastos de las CEH mientras que 

otros impulsos se encargan de perpetuar este fenotipo (43). A continuación se detalla los mecanismos 

moleculares y biológicos que ocurren durante esta activación.  

A nivel molecular, diversos factores de crecimiento secretados de manera autocrina y paracrina estimulan vías 

de señalización de supervivencia y proliferación en las CEH. El más estudiado es TGF- que mediante factores 

de transcripción como SMAD3 es capaz de aumentar potentemente la expresión de genes fibrogénicos como el 

colágeno de tipo I y III (44, 45). PDGF es otro factor de crecimiento esencial para la proliferación y la migración 

de las CEH que aumentan rápidamente su expresión y la de su receptor PDGFR al activarse (46, 47). También 

se ha observado en hígados fibróticos humanos un aumento de los niveles de CTGF; este factor cuya expresión 

es inducida por TGF-, promueve la producción de matriz extracelular así como la migración, la proliferación y la 

supervivencia celular (48). Finalmente, el factor angiogénico VEGF, secretado principalmente por las células 

endoteliales, tiene un papel dual para las CEH ya que es capaz de activar sus propiedades fibrogénicas pero a la 

vez resulta imprescindible para la regeneración hepática y la resolución de la fibrosis. 

La localización de las CEH en el espacio de Disse permite la interacción con células vecinas que en caso de 

daño hepático estimulan la activación de las CEH. Durante el desarrollo de EHNA, los hepatocitos están 

sometidos a cambios metabólicos y a un estrés celular que provoca cambios en el fenotipo de las CEH. Se ha 

demostrado que el aumento de la producción de ROS por parte de los hepatocitos estimula la respuesta 

fibrogénica y la migración de las células estrelladas (49). Esta activación también puede ser inducida por la 

muerte de los hepatocitos, ya sea por la fagocitosis de cuerpos apoptóticos (50, 51) o por liberación de DAMPS y 

su señalización a través de los receptores TLR y NLR presentes en las CEH (52). Asimismo, estos receptores 

también pueden detectar la presencia de endotoxinas o productos microbianos procedentes del intestino 
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deteriorado y más permeable durante el EHNA. En el caso de TLR4, su activación en CEH induce la producción 

de citoquinas inflamatorias y favorece la señalización profibrogénica de TGF- (53). Por otro lado, el daño 

hepático implica la respuesta de las células de Kupffer y el reclutamiento de monocitos inflamatorios que 

secretan una serie de citoquinas y quimiocinas como MCP1, CCL5, o TGF-, favoreciendo la activación así como 

la migración de las CEH. Algunas de estas citoquinas mediante la activación de la vía NF-B promueven además 

la supervivencia de las CEH activadas (54). 

La degradación inicial de matriz extracelular provoca un cambio en la composición de la matriz e induce la 

producción de fibras de colágeno tipo I y III que acaban predominando en hígados fibróticos. Estas alteraciones 

contribuyen a la activación de las CEH mediante cambios en la señal de integrinas y otras proteínas. La 

deficiencia de integrinas en CEH protege frente a la de fibrosis inducida por CCl4  evidenciado su función 

fibrogénica a través del control de la actividad de TGF- (55). En esta remodelación de la matriz participan las 

metaloproteinasas, una familia de proteínas dependientes de calcio que degradan colágeno y otros sustratos 

(56). La expresión de estas metaloproteinasas aumenta en fibrosis y las CEH expresan muchas de ellas como 

MMP-2, MMP-9 o MMP-13 aunque también expresan inhibidores de metaloproteinasas (TIMP) reduciendo la 

degradación y provocando la acumulación de matriz extracelular (57). 

Una de las características del hígado graso es el aumento de los niveles de colesterol libre y de ácidos grasos 

que también participan en la diferenciación a miofibroblastos de las CEH. La acumulación de colesterol en CEH 

reduce la expresión de BAMBI, un regulador negativo de TGF-, sensibilizando estas células a la señalización 

profibrogénica de este factor (58). 

2.2.2 Resolución de la fibrosis hepática 

La regresión de la fibrosis en humanos se ha observado tras el tratamiento de la causa primaria de la 

enfermedad crónica. La aparición de antivirales ha permitido la reversión de la fibrosis en pacientes de hepatitis 

B (59) mientras que en el caso del EHNA, un cambio en el estilo de vida y pérdida de peso reduce la progresión 

y severidad de la fibrosis (60). Con la intención de mejorar el tratamiento, las CEH han sido objeto de estudio 

identificando tres formas de reducir su activación: apoptosis, senescencia y reversión (Figura 2). 

Las CEH activadas expresan una variedad de receptores inductores de muerte celular como TRAIL o FAS que al 

estimularse inician la apoptosis reduciendo el número de células activadas (61). No obstante, como se ha 

comentado anteriormente, estas células reciben muchas señales de supervivencia que pueden contrarrestar la 

acción de estos receptores. 

Por otro lado, la inducción de la senescencia permite inhibir la proliferación de las CEH y altera la expresión 

génica reduciendo la síntesis de proteínas de la matriz extracelular y favoreciendo la respuesta inmunitaria para 

la resolución de la fibrosis (62). 

Finalmente, en modelos animales de fibrosis, se ha descrito una desactivación de las CEH que revierten su 

fenotipo activado, disminuyendo la expresión de genes profibrogénicos. Estas células recuperan un estado muy 

parecido a la quiescencia aunque son más susceptibles a futuros estímulos (63, 64). 

2.3 Diagnóstico y tratamientos del EHNA 

La enfermedad del hígado graso no alcohólica es asintomática en la gran mayoría de los pacientes y su 

diagnóstico suele resultar de anomalías en los niveles enzimas hepáticos en suero. La esteatosis en hígado 

puede confirmarse fácilmente mediante métodos de imagen ya sea por ultrasonidos o resonancia magnética. 
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Para el correcto diagnóstico de EHGNA es necesario descartar otras causas de esteatosis como el consumo 

excesivo de alcohol (superior a 20 gramos por día en mujeres y 30 en hombres), infecciones víricas, 

intoxicaciones o enfermedades autoinmunes (65). 

Por el contrario, en el caso de la EHNA, el diagnóstico es más complejo. La biopsia hepática y el análisis 

histológico es el único método para diagnosticar y estratificar la enfermedad. El diagnóstico se basa en la 

observación de las características de la EHNA, esteatosis, inflamación lobular o portal y balonización en los 

hepatocitos, así como el grado de fibrosis. Para clasificar a los pacientes según la severidad se han creado 

sistemas de puntuaciones (como el NAS) que se basan en estas características histológicas presentes en la 

biopsia (66) (Tabla 1). Dado el alto porcentaje de población con riesgo de EHNA y la variabilidad en biopsias, 

este método se considera poco eficaz para el diagnóstico, así como para la evaluación del progreso de la 

enfermedad durante ensayos clínicos. 

 

Tabla 1: Sistema de puntuación NAS para la estratificación de pacientes. 

NAS (NAFLD Activity Score) es un sistema de puntuación diseñado por el comité de patología del NASH CNR (NASH Clinical 

Research Network). La evaluación semicuantitativa de 4 características histológicas permite el diagnóstico de la EHNA con una 

puntuación igual o mayor de 5 y la evaluación del progreso de pacientes. 

La severidad de la fibrosis es un factor que incrementa el riesgo de muerte, por ello el desarrollo de métodos 

para detectarla de manera no invasiva ha sido uno de los objetivos en la investigación biomédica en los últimos 

años. La elastografía es una técnica de imagen que se utiliza para determinar la rigidez del hígado. A partir de la 

velocidad de propagación de ondas vibratorias se puede calcular la rigidez en kilopascales (kPa) que permite 

establecer el grado de fibrosis. Pese a representar un gran avance, presenta una gran desventaja al no detectar 

correctamente estadios tempranos de fibrosis. Esto mismo ocurre en los algoritmos desarrollados para predecir 

la fibrosis a partir de marcadores séricos como el índice FIB-4 (67) basado en la edad, los niveles de 

transaminasas y el recuento de plaquetas. 

Respecto al tratamiento, en la actualidad no existe ninguno específico para el EHNA. Para el manejo de la 

enfermedad, además del tratamiento de comorbilidades como la resistencia a insulina, se recomienda un cambio 

de hábitos alimentarios y un aumento del ejercicio físico ya que una pérdida de peso de al menos un 7% induce 

mejoras a nivel histológico de la EHNA (68). Pero en muchas ocasiones, este cambio en el estilo de vida es difícil 

de lograr o de mantener por lo que se necesitan nuevas estrategias terapéuticas. 
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El desarrollo de nuevos fármacos se ha centrado en dianas relacionadas con la patogenia para reducir la 

inflamación, la lipotoxicidad y revertir la fibrosis y muchos de ellos ya han sido probados en ensayo clínico con 

resultados alentadores. Agonistas de FXR (Farnesoid X receptor) como el ácido obeticólico, que se encuentra en 

fase III, se han probado con la intención de restablecer la señalización de los ácidos biliares obteniendo mejoras 

en el grado de esteatosis, inflamación y fibrosis (69). Por otro lado, la ingesta de probióticos para remplazar la 

microbiota intestinal asociada a EHNA ha mostrado buenos resultados en ensayos con pacientes (70). 

Finalmente, uno de los últimos fármacos probados en ensayos clínicos con finalidad antifibrótica es el 

Cenicriviroc, un inhibidor de los receptores CCR2 y CCR5, responsables de la migración de monocitos y de las 

CEH, que ha mostrado una reducción de la fibrosis en pacientes con EHNA tras un año de tratamiento. 

2.4 Modelos animales en el estudio del EHNA 

El aumento en la incidencia de la EHNA durante estos últimos años ha disparado el número de estudios 

epidemiológicos, clínicos y preclínicos relacionados con la enfermedad. En la actualidad, a nivel preclínico la falta 

de un modelo animal adecuado es el principal inconveniente para el estudio del desarrollo de la EHNA. Es muy 

difícil generar un modelo animal que presente las numerosas manifestaciones de esta enfermedad, que abarca 

desde la desregulación metabólica a la inflamación hepática, y por ello, existe una gran controversia a la hora de 

escoger el modelo animal en ensayos preclínicos, especialmente para la validación de nuevos fármacos. 

Los modelos genéticos de obesidad y síndrome metabólico como el ratón deficiente en leptina (ob/ob) no 

desarrollan EHNA de manera natural y además suelen ser resistentes al desarrollo de fibrosis incluso a la 

inducida por hepatotoxinas (71). Por ello, pese a la diferencia en el desarrollo de EHNA entre cepas y sexos (72, 

73), los modelos más frecuentes son los dietéticos que se resumen a continuación. 

En la dieta rica en grasas (high fat), el aporte calórico de las grasas es entre un 60 y un 70 % (74) y puede ir 

acompañado de un mayor porcentaje de colesterol (entre 0.1 y 2%, high fat high colesterol), para favorecer la 

dislipidemia (75). Estas dietas que se administran durante periodos largos (más de 20 semanas), generan 

obesidad, esteatosis, dislipidemia y una leve inflamación hepática; sin embargo, su principal inconveniente es 

que no desarrollan fibrosis. En las llamadas Western diets, se complementa estas dietas con niveles altos de 

sucrosa o fructosa para amplificar el daño hepático; no obstante, aunque se aprecia una mayor resistencia a 

insulina e inflamación, la fibrosis es leve por lo que no se considera un modelo óptimo (76). La western diet 

parece ser más agresiva en la cepa DIAMOND, un cruce entre las cepas C57BL/6J (B6) y 129S1/SvImJ, que 

desarrolla mayor grado de fibrosis (77). 

Otro modelo clásico de EHNA más rápido es la dieta deficiente en colina y metionina (MCD). La colina es 

necesaria para la síntesis de novo de fosfatidilcolina así como para el transporte de triglicéridos mediante 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), mientras que la metionina es un aminoácido esencial para la síntesis 

de proteínas y otras moléculas. La deficiencia de colina y metionina produce en unas 6 semanas una 

acumulación de grasas en los hepatocitos acompañado de un aumento de ROS, infiltración de células 

inflamatorias y fibrosis moderada (78). La principal desventaja de este modelo es la pérdida de peso debido a un 

aumento del metabolismo y la falta de las manifestaciones metabólicas de la EHNA, como la resistencia a 

insulina (79, 80). 

Diferentes variantes de la dieta MCD se han usado para evitar la excesiva pérdida de peso. La dieta deficiente 

únicamente en colina (CD), pese a desarrollar menos inflamación y daño hepático, induce en ratas, resistencia a 

insulina y un aumento de los niveles de triglicéridos en plasma y no altera el peso de los animales (81). Así pues, 

la dieta CDAA (choline-deficient, L-aminoacid-defined) con un porcentaje muy bajo de metionina (82) o la dieta 
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CD suplementada con etionina (83), un agonista de la metionina, reproducen notablemente las manifestaciones 

hepáticas de EHNA en unas 10 semanas.  

Estos últimos años, muchos grupos han intentado mejorar estos modelos proponiendo nuevas dietas o 

combinando diferentes estímulos para obtener en un tiempo relativamente corto un modelo de NASH con fibrosis 

que progrese hacia cirrosis y cáncer hepático. Es el caso de la dieta rica en grasas, deficiente en colina y 

restringida en metionina (0.1%), descrita en 2013, que induce, en tan sólo 6 semanas, una clara esteatosis, 

infamación y una fibrosis considerable y que hasta el momento parece la mejor opción para estudios de fibrosis 

en EHNA (84). Además esta dieta permite la progresión de la enfermedad a hepatocarcinoma en 36 semanas 

(85). Otro ejemplo más reciente, es la combinación de la Western diet con inyecciones de tetracloruro de carbono 

que induce una fibrosis severa a las 12 semanas y hepatocarcinoma a las 24 (86). 

3 Los receptores TAM y sus ligandos 

La familia de receptores TAM se compone de tres proteínas tirosina quinasa, TYRO3, AXL y MERTK. 

Descubiertas por distintos grupos, fueron agrupadas como subgrupo de las proteínas tirosina quinasa por sus 

características comunes en 1991 (87). Se consideraron receptores huérfanos hasta 1995 cuando se identificó los 

dos ligandos de esta familia: GAS6 y proteína S (PROS) (88, 89). Estas proteínas son evolutivamente tardías ya 

que no se encuentran en Drosophila o C.elegans y aparecen en el genoma de prevertebrados como Ciona al 

mismo tiempo que surgen los receptores de citoquinas (90). Desde su identificación hasta la actualidad se les 

han asignado numerosas funciones incluyendo la supervivencia celular y la regulación de la inflamación.  

3.1 Estructura de los receptores TAM y sus ligandos 

Los receptores TAM son proteínas transmembrana de la familia tirosina quinasa con una estructura muy similar 

(Figura 4). La región extracelular está formada por dos dominios de tipo inmunoglobulina, responsables de la 

unión al ligando, y repeticiones de fibronectina tipo III en tándem, mientras que en la región citoplasmática del 

receptor está el dominio catalítico tirosina quinasa (91). Respecto a la distribución de estos receptores, AXL está 

presente en casi todas las células del organismo ya sean de origen epitelial, mesenquimal o hematopoyético 

(92), mientras que MERTK y TYRO3 tienen una expresión más restringida. MERTK se encuentra principalmente 

en ovarios, testículos, próstata, pulmón y en menor medida en hígado, bazo, colon e intestino delgado (93). Por 

su parte, TYRO3 es expresado en el sistema nerviosos central, riñón, ovarios y testículos (94, 95). Hay que 

destacar ciertos tipos celulares por la abundante expresión y actividad de estos receptores como son las células 

del sistema inmunitario (macrófagos, monocitos, células dendríticas y natural killers), plaquetas, osteoclastos, 

células de Sertoli, células del epitelio pigmentario de la retina y células endoteliales (96). 

En cuanto a los ligandos, GAS6 y PROS comparten aproximadamente un 42% de la secuencia de aminoácidos. 

Estas proteínas tienen una estructura muy característica compuesta por un dominio SHBG (sex hormone-binding 

globulin) en el extremo C-terminal, cuatro dominios de tipo EGF y un dominio Gla amino-terminal (Figura 4). La 

región SHBG se une a los dominios de inmunoglobulinas de los receptores desencadenando su dimerización y 

su activación. Por el contrario, el dominio Gla, que es muy común en proteínas de la cascada de coagulación, 

contiene alrededor de 60 aminoácidos y presenta numerosos residuos de glutamato -carboxilados mediante 

reacciones dependiente de vitamina K. Estos residuos -carboxiglutamatos son capaces de unirse a la 

fosfatidilserina por lo que tanto GAS6 como PROS se encuentran unidas a células que han expuesto la 

fosfatidilserina a la membrana externa, es decir células apoptóticas o plaquetas activadas (97). Como la mayoría 

de proteínas dependientes de vitamina K, PROS se expresa principalmente en el hígado pero también en el 

riñón, pulmones y gónadas. En cambio, en condiciones normales, apenas se secreta GAS6 en el hígado 
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mientras que es abundante en células endoteliales, plaquetas, médula ósea, riñón, pulmones y corazón (98). 

Estas proteínas se detectan en la circulación sanguínea, en grandes cantidades en el caso de PROS (alrededor 

de 300nM) (99) y en menor medida GAS6 (≤0.2 nM) (100). Son tan altas las concentraciones de PROS que sus 

receptores MERTK y TYRO3 están constantemente saturados en las células sanguíneas que los expresan. 

 

Figura 4: Estructura de los receptores TAM y sus ligandos. 

Los dominios SHBG de los ligandos interaccionan con los dominios de tipo inmunoglobulina de los receptores TAM induciendo 

la actividad tirosina quinasa de la región intracelular. Figura adaptada de Lemke et al., 2013 (91). 

3.2 Activación de los receptores TAM 

La afinidad de los ligandos no es idéntica para todos los receptores. GAS6 se une con más afinidad a AXL (101) 

que a los otros receptores, mientras que PROS tiene preferencia por TYRO3 y MERTK (102). La unión del 

ligando induce la dimerización de los receptores y la actividad tirosina quinasa que autofosforila tirosinas 

cercanas al terminal carboxilo, conservado en los tres receptores. Esta autofosforilación permite el reclutamiento 

de diversas moléculas adaptadoras con dominios de unión a fosfotirosinas (como GRB2) y aumenta la actividad 

catalítica del receptor que fosforila estos adaptadores. Se forma entonces un complejo de señalización 

multiproteico que induce diversas vías de señalización como la vía PI3K/AKT, la vía de las MAPK o la fosfolipasa 

C (103, 104). 

Además de la descrita anteriormente, se han observado otros tipos de activación de los receptores TAM. AXL y 

TYRO3 son capaces de formar dímeros y activarse de manera independiente de ligando cuando son 

sobreexpresados (105, 106). En el caso de AXL, esta unión homofílica puede producirse entre receptores de 

células diferentes produciendo agregación celular (107). AXL también puede interaccionar con el receptor de 

interferón (INFAR) o el receptor de VEGF-A y modificar su señalización. Finalmente, es muy probable una 

activación mediante la formación de heterodímeros entre los receptores TAM. De hecho, AXL y TYRO3 co-

inmunoprecipitan en células neuronales (108) y se ha descrito en macrófagos que la presencia de AXL y TYRO3 

es esencial para que MERTK ejerza su función fagocitaria correctamente (109). Estos resultados demuestran la 

formación de heterodímeros aunque son necesarios más estudios para entender estas interacciones y en que 

células se producen. 
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AXL y MERTK son escindidos por metaloproteinasas permitiendo la liberación de la parte extracelular que puede 

alcanzar circulación sanguínea (110, 111). Hasta ahora se han descrito ADAM10 y ADAM17 (TACE) como 

responsables de esta escisión (111, 112) y la detección en suero de las fracciones extracelulares está 

aumentada en ciertas condiciones patogénicas (113). Estos ectodominios son capaces de unirse a GAS6 

circulante disminuyendo su disponibilidad y actividad (114). Por lo tanto, casi todas las moléculas GAS6, cuyos 

niveles en sangre son realmente bajos, están asociadas a los dominios solubles de MERTK y sobre todo de AXL 

(115). 

3.3 Funciones de los receptores TAM 

La generación de ratones deficientes en los receptores TAM ha permitido describir numerosos procesos 

biológicos relacionados con su señalización (116). A simple vista, el ratón deficiente en los tres receptores TAM 

es viable y aparentemente normal, por lo que estos receptores no serían esenciales durante la embriogénesis. 

Sin embargo, con el tiempo desarrolla esplenomegalia y un aumento de linfocitos y otras células inmunitarias. De 

hecho, estas células se encuentran activadas de manera constitutiva reproduciendo manifestaciones de 

enfermedades autoinmunes como autoanticuerpos, hemorragias, lesiones cutáneas entre otras (117). Además, 

este ratón experimenta procesos de degeneración como un incremento en la muerte de las células germinales en 

los testículos a las tres semanas de vida o la pérdida de todos los fotoreceptores de la retina a los tres meses 

(116). Este fenotipo resume las principales funciones de los receptores TAM que incluyen la regulación del 

sistema inmunitario y la fagocitosis de células apoptóticas. 

3.3.1 Control de la inflamación 

El sistema inmunitario necesita una regulación estricta para evitar una activación excesiva y el desarrollo de 

inflamación crónica. La autoinmunidad desarrollada en ratones deficientes en TAM junto a la mayor 

susceptibilidad al shock endotóxico en ratones deficientes en MERTK (118) demuestran un rol importante de 

estos receptores en la respuesta innata. 

Tanto macrófagos como células dendríticas expresan los tres tipos de receptores TAM que son necesarios para 

una respuesta correcta frente a bacterias o agentes externos. Células dendríticas deficientes en AXL, MERTK o 

ambos muestran una mayor secreción in vitro de citoquinas inflamatorias como IL-6 y TNF- tras la activación de 

TLR. En cambio, la estimulación de estos receptores con GAS6 reduce la secreción de estas citoquinas (119). 

En esta regulación negativa, los receptores TAM modulan mediante SOCS1 y SOCS3 la señalización de los TLR 

inhibiendo la vía NF-B y MAPK. En el estudio de Rothlin, se describe en células dendríticas como los TLR 

inducen, a través del factor de transcripción STAT1, la expresión de citoquinas y de AXL que en presencia de 

ligando, interacciona directamente con el receptor de interferón para redirigir la señal hacia vías antiinflamatorias 

(119). 

Las células presentadoras de antígeno presentan una expresión diferencial de los receptores TAM. AXL 

predomina en las células dendríticas, mientras que MERTK es más abundante en macrófagos (120). No obstante 

ambos tipos celulares son capaces de secretar GAS6 y PROS amplificando la actividad de los TAM de manera 

autocrina. Asimismo, la expresión de AXL, pero no la de MERTK, aumenta en respuesta a estímulos 

inflamatorios como la activación de los TLR, lo que sugiere diferencias en las funciones de los receptores. 

3.3.2 Regulación de la eferocitosis 

Durante la apoptosis, la fosfatidilserina se expone al espacio extracelular dónde es reconocida por células 

fagocitarias para la eliminación de células muertas y cuerpos apoptóticos. En este proceso de fagocitosis, que se 

conoce como eferocitosis, participan los receptores TAM. El dominio Gla de GAS6 y PROS se acopla a las 
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fosfatidilserinas de las membranas mediante uniones dependientes de Ca
2+

. Los receptores TAM reconocen 

estos ligandos facilitando el acercamiento a la célula apoptótica y su fagocitosis. 

Tanto en la retina como en el sistema reproductor es necesaria la muerte programada de sus células para un 

correcto mantenimiento del tejido (121, 122). Por un lado, las células de Sertoli, que expresan los tres receptores 

TAM, son las responsables de fagocitar restos celulares que se crean durante la maduración del esperma (123). 

Por otro lado, MERTK y TYRO3 se expresan en las células del epitelio pigmentario de la retina que fagocitan las 

membranas distales de los fotoreceptores para su mantenimiento (102). La ausencia de TAM impide eliminar 

cuerpos apoptóticos y debris celular que se acumulan y resultan tóxicos para las células germinales y los 

fotoreceptores, convirtiendo a los ratones deficientes en TAM en estériles y ciegos a los pocos meses de vida. 

Este rol en la eferocitosis también es importante en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. En un 

organismo adulto ya sea por homeostasis o por la respuesta inmunitaria frente a bacterias o virus, se produce la 

muerte de muchas células que deben ser eliminadas por macrófagos. Un defecto en esta eliminación por una 

función ineficiente de los TAM produce un aumento de DAMPs y autoantígenos que contribuye al desarrollo de 

enfermedades autoinmunes, como ocurre en el ratón deficiente en TAM y en enfermedades autoinmunes 

humanas como el lupus eritematoso (124). 

Estas células apoptóticas ejercen además un estímulo inmunomodulador (125). Su fagocitosis induce en las 

células presentadoras de antígeno la secreción autocrina de los ligandos de TAM, activando su señalización 

antiinflamatorias a través de su actividad tirosina quinasa (126). 

La mayoría de estudios sobre TAM y fagocitosis se centran en el papel de MERTK pero los tres receptores 

contribuyen a esta función en distintos tipos celulares (127). Pese a que los receptores TAM son necesarios para 

la eferocitosis, su deficiencia no altera a la actividad fagocitaria general pudiendo fagocitar moléculas bacterianas 

o esferas de látex (128). Recientemente, se han identificado nuevos ligandos de MERTK relacionados con 

señales de fagocitosis como TUBBY, TULP1 y Galectina-3 (129, 130). 

3.3.3 Otras funciones de los TAM y sus ligandos. 

3.3.3.1 Trombosis y coagulación. 

La protección frente a la trombosis en animales carentes de GAS6 fue la primera evidencia de la función de este 

eje en la función plaquetaria (131). Las plaquetas requieren los tres receptores TAM para una correcta 

agregación plaquetaria y coagulación. La señalización de los receptores TAM estimula la secreción de gránulos y 

la fosforilación de integrina 3 induciendo la activación y agregación plaquetaria (132). Además, GAS6 aumenta 

la expresión de factor tisular en caso de daño vascular. Por otro lado, la proteína S sin necesidad de unirse a 

TAM actúa como cofactor de la proteína C e inhibe diversos factores de coagulación (133). 

3.3.3.2 Diferenciación de las células NK. 

Las células NK participan en la inmunidad innata y tienen una gran actividad citotóxica mediante la exocitosis de 

perforinas y gramzinas. Estas células expresan una serie de receptores activadores (L749, CD94) o inhibidores 

(CD69, DX5) que controlan el reconocimiento de ligandos y su activación. Las células NK de animales deficientes 

en TAM no son capaces de secretar sus gránulos debido a la falta de receptores funcionales. Las células NK 

expresan los tres receptores TAM y su señalización es necesaria para su maduración: las células estromales de 

la médula ósea secretan GAS6 y PROS para estimular las células NK inmaduras e inducir la expresión de su 

repertorio de receptores (134). 

3.3.3.3 TAM en cáncer. 
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Los receptores TAM se encuentran sobreexpresados en numerosos tipos de cáncer. Se ha observado  su 

elevada expresión en leucemias (93, 135, 136), gliomas (137, 138), cáncer colorrectal (139), cáncer de mama 

(140, 141), melanoma (142, 143), adenoma pancreático (144, 145), cáncer de próstata (146) y hepatocarcinoma 

(147). En muchos de ellos la expresión de AXL se ha relacionado con el crecimiento tumoral y la metástasis y ha 

correlacionado con un mal pronóstico o con la resistencia a fármacos. Durante estos últimos años, el papel de 

estos receptores ha sido muy estudiado en procesos oncogénicos así como a nivel de terapia. A continuación se 

describe las funciones celulares prooncogénicas en las que participa la activación de TAM. 

Estos receptores son capaces de estimular vías tanto de supervivencia como de proliferación celular y de 

evasión de la apoptosis (148, 149). Tras la unión de GAS6, proteínas adaptadoras, como GRB2, se unen a los 

receptores fosforilados y, a través de RAS, inducen la vía de las MAPK que promueve la supervivencia y la 

proliferación celular (150). Por otro lado, se ha descrito que la estimulación de AXL vía la activación de PI3K-AKT 

induce un aumento de la expresión de la proteína antiapoptótica BCL2 y una disminución de la proapoptótica 

BAD (151). De esta manera los receptores TAM participan en los procesos oncogénicos promoviendo la 

supervivencia de las células cancerígenas y favoreciendo el crecimiento tumoral. 

Por otro lado, la regulación y modificación del citoesqueleto de actina resultado de la activación de los TAM, 

clave para la fagocitosis y la agregación plaquetaria, podría producir cambios en la morfología celular que 

favorecieran la invasión y migración de células tumorales (152, 153). Otro hecho por el que se ha vinculado a los 

receptores TAM con la metástasis es la capacidad de AXL de inducir la transición epitelio-mesénquima. La 

activación de ERK y JNK promueve la expresión de SLUG, un factor de transcripción represor de la caderina E, y 

aumenta la movilidad celular (154). Por ejemplo, en glioblastomas, la expresión de AXL mutado sin dominio 

quinasa in vitro disminuye la movilidad celular y reduce las interacciones entre células mientras que in vivo inhibe 

el crecimiento y la invasión tumoral (155). 

La expresión de GAS6 por parte de las células del músculo liso vascular podría favorecer la angiogénesis 

tumoral. La estimulación de AXL en estas células promueve su proliferación y migración (156, 157). Por otro 

lado, en experimentos con la línea endotelial HUVEC, la sobreexpresión de AXL incrementa su crecimiento y la 

formación de tubos. Esta función angiogénica de AXL se ha confirmado en modelos in vivo donde se observa 

una menor formación de vasos sanguíneos al reducir la expresión del receptor (158). Aunque el papel de TYRO3 

y MERTK en el proceso angiogénico no ha sido demostrado, AXL jugaría un papel esencial en la 

neovascularización favoreciendo el crecimiento tumoral. 

Finalmente, el microambiente tumoral influye considerablemente en el desarrollo del tumor. Tanto células NK 

como células de la respuesta inmunitaria innata, en presencia de GAS6, expresan un perfil menos citotóxico y 

menos inflamatorio lo que podría contribuir al crecimiento tumoral (159, 160). 

3.4 GAS6 y receptores TAM en hígado 

El modelo animal deficiente en los tres receptores TAM también manifiesta anomalías en el hígado. Alrededor de 

los seis meses, estos ratones sufren de manera espontánea una hepatitis autoinmune caracterizada por un 

aumento de las transaminasas hepáticas y de los niveles de autoanticuerpos. A nivel histológico, presentan una 

infiltración importante de linfocitos T autorreactivos y de macrófagos, y un aumento significativo de citoquinas 

proinflamatorias en hígado (161). El trasplante de medula ósea de ratones controles, revierte este fenotipo 

indicando la importancia de los receptores TAM en las células inmunitarias para el mantenimiento de tolerancia 

hepática. 
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En condiciones no patológicas, GAS6 es expresado por las células de Kupffer mientras que los receptores TAM 

se encuentran principalmente en estos macrófagos y en las CEH quiescentes. Las enfermedades hepáticas, ya 

sean agudas o crónicas, tienen un componente inflamatorio importante, por lo que los receptores TAM 

representan factores claves en el desarrollo y la resolución de las mismas. Es por eso que durante la última 

década, los receptores TAM y sus ligandos han adquirido una función relevante en patología hepática 

especialmente en las células de Kupffer o macrófagos y las células estrelladas. 

3.4.1 TAM y enfermedades hepáticas agudas  

En relación a las enfermedades hepáticas agudas, se ha descrito un aumento de monocitos y macrófagos 

MERTK positivos en pacientes con insuficiencia hepática aguda. Estas células además presentan un fenotipo 

menos inflamatorios y con mayor capacidad fagocítica que el resto de macrófagos. En modelos animales por 

sobredosis de acetaminofén, también se produce este incremento de macrófagos MERTK positivos más 

fagocitarios. Estas células son esenciales para la resolución del daño hepático puesto que la deficiencia en 

MERTK provoca un incremento de la infiltración y de la actividad de neutrófilos causando inflamación y daño 

persistente (162). 

De manera similar, la señalización de GAS6 a través de MERTK también ejerce un papel hepatoprotector en 

modelos de isquemia y reperfusión. Los niveles de GAS6 aumentan rápidamente tras el daño isquémico e induce 

la fosforilación de MERTK pero no de AXL. Esta señalización induce por un lado vías de supervivencia en los 

hepatocitos en condiciones de hipoxia y por otro lado, reduce la secreción de citoquinas inflamatorias en los 

macrófagos. Por esta razón, la deficiencia de GAS6 provoca un daño isquémico más fulminante que puede 

revertirse con la administración de GAS6 (163). Observaciones similares se han descrito en la resolución de la 

hepatitis aguda por CCl4, en los animales carentes de GAS6 (164). 

Por su parte, la deficiencia de AXL en modelos de hepatotoxicidad por LPS agrava el daño hepático y la 

inflamación pese al aumento de expresión de GAS6 (165). Según este estudio, AXL inhibe la activación del 

inflamasoma a través de la inducción de la autofagia en las células de Kupffer reduciendo la secreción de IL-1 e 

IL-18. Estos resultados demuestran el papel de los TAM en macrófagos en el control y resolución de la 

inflamación hepática aguda. 

3.4.2 TAM y enfermedades hepáticas crónicas  

Por lo que respecta a las enfermedades hepáticas crónicas, los receptores TAM podrían desempeñar una 

función importante por su presencia en macrófagos y CEH. En caso de daño hepático, aumentan en el hígado 

los niveles de GAS6 que son secretados tanto por las células de Kupffer como por las CEH (166). De hecho, 

durante su activación, las CEH secretan mayores niveles de GAS6 y aumentan la expresión de AXL (167). Este 

receptor promueve la expresión de genes profibrogénicos, como -SMA o metaloproteinasas, así como vías de 

supervivencia y proliferación mediante la fosforilación de AKT y la activación de la vía NF-B. In vivo la 

importancia del eje GAS6/AXL en la activación de las CEH se confirmó observando menos fibrosis hepática en 

animales deficientes en AXL tras la inyección crónica de CCl4 (168). 

El polimorfismo del MERTK rs4374383 AA ha sido asociado a una expresión menor de MERTK en hígado y 

menor grado de fibrosis. Por el contrario, los pacientes de EHNA con fibrosis hepática muy establecida (F2-F4) 

sobreexpresan este receptor, como ocurre en el modelo animal MCD (169). En este estudio, la inhibición de 

MERTK in vitro induce la muerte celular de las CEH y una disminución de genes fibrogénicos como el colágeno. 

Pese a que los autores relacionan la expresión de MERTK con la activación de las CEH, su colocalización en 
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muestras histológicas de pacientes de EHNA con CD68, marcador clásico de macrófagos, sugieren que la 

actividad de MERTK en estas células inmunes es más relevante que en las CEH (170). 

3.5 Aplicación terapéutica 

Considerando la participación de los receptores TAM en distintas patologías, la intervención de su actividad 

podría tener un potencial terapéutico importante. Esta estrategia ha sido muy estudiada principalmente en cáncer 

donde los receptores TAM participan en el crecimiento y la migración tumoral así como en la resistencia a 

fármacos anticancerígenos. 

AXL, es el receptor TAM más alterado en cáncer por lo que ha sido la diana escogida para el desarrollo de 

nuevos fármacos. El efecto de inhibidores de AXL ha sido analizado en diversos tipos de tumores en ensayos 

preclínicos y clínicos (Tabla 2), ya sea en monoterapia o en combinación con otros fármacos para combatir 

mecanismos de resistencia. Sin embargo, muchos de estos inhibidores no son específicos y tienen otras dianas 

con dominios similares a AXL como cMET o MERTK. El bemcentinib (BGB324 o R428) es un inhibidor de 

molécula pequeña específico de AXL con biodisponibilidad oral que bloquea su actividad a concentraciones 

nanomolar inhibiendo la fosforilación de AKT y otros procesos dependientes de AXL. Este inhibidor ha mostrado 

buenos resultados en el bloqueo de las metástasis en modelos de cáncer de mama (171), en la potenciación de 

la quimioterapia mediante la disminución de la inmunosupresión en cáncer pancreático (172) y en la reducción de 

la proliferación e invasión en células de glioma (173). Actualmente, se encuentra en fases clínicas para el 

tratamiento de melanoma, linfomas mieloides agudos y en carcinoma pulmonar. Asimismo, estudios preclínicos 

han observado efectos similares en el crecimiento y la migración tumoral con anticuerpos monoclonales 

inhibidores de AXL en modelos de cáncer pancreático (174) y en modelos metastásicos de cáncer de mama 

(175). 

Inhibidores Dianas Fase Inhibición de AXL Ref. 

BGB324 (R428) AXL Fase clínica I 
IC50 (in cells) < 30 

nM 
(171) 

SU11248 

(Sunitinib) 
FLT3, VEGFR2, KIT, AXL Fase clínica I IC50 (in vitro) = 9 nM (176) 

S49076 MET, AXL, MERTK, FGFR1/2/3 Fase clínica I 
IC50 (in cells) = 56 

nM 
(177) 

LY2801653 
RON, MET, MST1R, FLT3, AXL, MERTK 

TEK, ROS1, DDR1/2, MKNK1/2 
Fase clínica I 

IC50 (in cells) = 2 

nM  
(178) 

BMS777607 MET, RON, FLT3, AXL, MERTK, TYRO3 Fase clínica I 
IC50 (in vitro) = 1.1 

nM 
(179) 

MGCD265 MET, RON, VEGFR1/2/3, TIE-2, AXL Fase clínica II Sin datos (180) 

SKI606 

(Bosutinib) 
AXL, SRC/ABL Fase clínica II 

IC50 (in cells) = 

0.34−1.65 μM 
(181) 

MP470 

(Amuvatinib) 
KIT, PDGFRα, Axl Fase clínica II IC50 (in cells) < 1 μM (182) 

GSK1363089 

(Foretinib) 

AXL, MET, VEGFR2, RON, TIE2, KIT, 

MERTK 
Fase clínica II 

IC50 (in cells) <100 

nM  
(183) 

XL184 

(Cabozantinib) 

MET, TIE, VEGFR2, RET, KIT, AXL, 

FLT3 
Fase clínica III 

IC50 (in cells) = 42 

nM 
(184) 

Tabla 2: Inhibidores de AXL en fase clínica.  

Dianas de inhibidores de AXL y sus constantes de inhibición. Adaptado de Axelrod et al., 2014 (185) y Myers et al., 2016  (186) 
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Aunque ha sido menos explorada, la inhibición de MERTK también induce un efecto antitumoral. En células de 

melanoma, el inhibidor UNC1062, selectivo de MERTK, inhibe su señalización reduciendo la proliferación y la 

invasión, y promoviendo la apoptosis (150). Por otro lado, el anticuerpo monoclonal MER590 es capaz de reducir 

la expresión y activación del receptor induciendo su internalización y degradación. Esta disminución provoca la 

inhibición de la señalización por AKT o ERK1/2 y por consecuencia sensibiliza a las células a carboplatino 

aumentando la apoptosis en cáncer de pulmón de células no pequeñas (187). 

No obstante, dada la importancia de estas moléculas en la regulación de la inflamación, la inhibición simultánea 

de AXL y MERTK mediante fármacos puede representar un problema sobre todo para tumores desarrollados en 

un contexto inflamatorio. Es el caso de modelos animales de cáncer de colon asociado a colitis, donde la 

deficiencia de MERTK y AXL aumenta la señalización proinflamatoria e incrementa la aparición de estos tumores 

(188). Estos resultados resaltan que, pese a la alta expresión de TAM en muchos cánceres, su inhibición 

sistémica puede fomentar efectos adversos derivados de la desregulación de poblaciones de macrófagos 

alterando la homeostasis tisular (185). Por lo que el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento podría 

centrarse en dirigir estos inhibidores a las células dianas evitando otros tipos celulares donde los TAM ejercen 

una función protectora. 

4 Carcinoma hepatocelular 

El cáncer hepático, cuya incidencia está en aumento, es el sexto cáncer más común y la segunda causa de 

muerte relacionada con cáncer (189, 190). Entre los tumores hepáticos primarios, el carcinoma hepatocelular 

(CHC) es el más común, constituyendo un 90% de los casos. Este neoplasma maligno de las células 

parenquimales del hígado es muy heterogéneo a nivel etiológico, clínico y molecular. 

4.1 Epidemiologia y etiología 

El desarrollo de CHC está muy ligado a las enfermedades hepáticas crónicas, siendo el principal factor de riesgo 

la cirrosis derivada de cualquier patología de las que destacan las infecciones víricas por el virus de la hepatitis B 

y C, y la esteatohepatitis alcohólica o no alcohólica. Otros factores de riesgo son la intoxicación por aflatoxina B1 

y en menor medida la hemocromatosis, la deficiencia de 1-antitripsina o enfermedades metabólicas raras. 

Debido a esta diversidad en la etiología, la epidemiologia mundial del CHC es muy diversa y dinámica, y varía 

según la incidencia de los factores de riesgo. El mayor número de CHC se concentra en el este de Asia y en 

África sub-sahariana, donde la principal causa es la infección de hepatitis B y la exposición a aflatoxina B1. Por 

otro lado, en Europa, Japón y Estados Unidos, la infección por virus de la hepatitis C y la esteatohepatitis 

alcohólica son los principales responsables de CHC (191, 192). Sin embargo, en estas poblaciones, los casos 

derivados de virus C están disminuyendo mientras que los relacionados con la EHNA están en auge (193, 194). 

La prevención del CHC se basa en la disminución de los factores de riesgo, ya sea a través de la vacunación 

contra la hepatitis B (195), del control de la propagación del virus B y C, y del tratamiento con antivirales para 

frenar la progresión a cirrosis (196, 197), así como la reducción del consumo de alcohol y el fomento de un estilo 

de vida saludable (198). 

4.2 Patogénesis y mecanismos moleculares 

La patogénesis del CHC es un proceso lento y complejo. En un contexto cirrótico e inflamatorio producido por las 

distintas etiologías, los hepatocitos y sus precursores reciben múltiples señales que alteran la supervivencia y 

proliferación celular desencadenando lesiones preneoplásicas. Inicialmente se observan nódulos con un nivel de 

displasia bajo (LGDNs, low grade dysplastic nodules) que evolucionan gradualmente a nódulos de mayor grado 
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de displasia (HGDNs, high grade dysplastic nodules) y posteriormente a estados iniciales de hepatocarcinoma y 

a CHC avanzado (199) (Figura 5). Este desarrollo es el resultado de una acumulación de alteraciones genéticas 

y epigenéticas, perturbando numerosas vías de señalización y generando tumores complejos y muy 

heterogéneos (200). En raras ocasiones el CHC se desarrolla en hígados no fibróticos resultado de la 

transformación maligna de adenomas hepáticos (201). 

 

Figura 5: Desarrollo del CHC en hígados cirróticos y no cirróticos.  

Aproximadamente el 80 % de los tumores se desarrollan en contexto cirrótico. Durante los estadios preneoplásicos, las células 

acumulan una serie de alteraciones que inducirán la transformación maligna y la progresión a CHC avanzado. Una gran 

mayoría presentan mutaciones relacionadas con el gen TERT. Figura modificada de (202). 

Pese a la heterogeneidad, se han podido identificar algunos mecanismos involucrados en el desarrollo inicial de 

CHC específicos de algunas etiologías (203). En general, la cirrosis induce numerosas vías de señalización 

relacionadas con el estrés oxidativo, la activación de NF-B o la producción de TGF- que predisponen el 

desarrollo de CHC. Por otro lado, el virus de la hepatitis B, induce hepatocarcinogenesis a través de diversos 

mecanismos. Por un lado, su ADN vírico se integra en el genoma humano produciendo aberraciones 

cromosómicas (204) y alterando la expresión de genes endógenos relacionados con la proliferación y 

supervivencia celular como el gen TERT, subunidad de la telomerasa (205). Por otro lado, la proteína vírica HBx 

es capaz de unirse e inactivar p53 alterando su función en apoptosis y senescencia (206). Por su parte, en 

hepatitis por virus C, la proteína HCx actúa como ligando de la vía Wnt (207) y está implicada en la activación de 

la vía MAPK (208). Finalmente, se conoce que la aflatoxina B1 es capaz de unirse a los residuos de guanina del 

ADN generando mutaciones especialmente en el gen TP53 (209). Sin embargo, ninguna de las clasificaciones 

moleculares propuestas hasta el momento ha permitido predecir la progresión tumoral o diferenciar tratamientos 

más efectivos. A continuación se detallan algunas de estas vías implicadas en el desarrollo, la proliferación e 

inflamación relacionadas con CHC. 

4.2.1 Diferenciación celular y desarrollo 

Una de las vías activadas frecuentemente en CHC es la vía WNT/-catenina. Se observan mutaciones de 

CTNNB1 en alrededor del 30% de los casos de CHC y en menor frecuencia en genes como AXIN1 o APC (200). 
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La activación de esta vía implica la entrada a núcleo de la -catenina y la consecuente expresión de genes 

oncogénicos como la proteína survivina (BIRC5) o ciclina D1. 

La señalización por Hedgehog (Hh) es otra vía fundamental para la embriogénesis y participa en la diferenciación 

de los hepatocitos (210). Se ha descrito que los hepatocitos maduros no tienen actividad Hh, no obstante 

algunos de sus componentes, como GLI1 o SMO, se encuentran sobreexpresados en CHC comparado con el 

tejido adyacente. La activación de esta vía induce la expresión de factores de crecimiento como EGF o FGF y 

otras proteínas relacionas con apoptosis y proliferación como BCL-2 y ciclina D1 (211). 

Otras vías importantes en el desarrollo embrionario, como Notch e Hippo, se han relacionado igualmente con el 

desarrollo de CHC. En un gran número de muestras de CHC se observan aumentados genes relacionados con la 

vía Notch y su activación en modelos animales promueve la formación de tumores (212). Por otro lado, en un 

30% de CHC se observa la inactivación de la vía Hippo y por consecuencia una mayor actividad de Yap1 en el 

núcleo que favorece el crecimiento tumoral (213). 

4.2.2 Supervivencia y proliferación celular 

La mayoría de células adultas del organismo restringe la actividad telomerasa para evitar una proliferación 

incontrolada, sin embargo, en muchos tumores esta actividad se recupera. Es el caso de CHC, donde se observa 

una sobreexpresión de la telomerasa en un 90% de los casos producida principalmente por amplificaciones del 

gen TERT o mutaciones en su promotor. Esta expresión aberrante favorece la inmortalidad de células tumorales 

(214). 

Por otro lado, se han asociado numerosos factores de crecimiento al desarrollo y progresión de CHC y en 

diversos estudios se han descrito la sobreexpresión o sobreactivación de receptores de estos factores en CHC 

como IGF-1R (215) o EGFR (216). MET, el receptor de HGF, factor crítico en la regeneración hepática, se 

relaciona frecuentemente con progresión tumoral y metástasis, y se encuentra activado en aproximadamente un 

40% de los pacientes con CHC (217). A nivel intracelular, estos receptores inducen vías de señalización entre las 

que destacan la vía de las MAPK y la vía de AKT. Ambas vías están frecuentemente activadas en CHC y 

promueven la proliferación y la supervivencia celular (218). 

Respecto a la vía de las MAPK, a diferencia de otros tumores, en CHC RAS está raramente mutado, pero la 

sobreexpresión de los receptores de factores de crecimiento y la disminución de inhibidores de la vía producen 

un aumento de la actividad de RAS (219). Éste inicia la cascada de fosforilación que finalizará con la activación 

de ERK1/2 promoviendo la proliferación celular y la angiogénesis e inhibiendo la apoptosis (220). 

Por otro lado, la vía PI3K/AKT también juega un papel importante en la progresión de CHC. Son comunes las 

mutaciones en PTEN, fosfatasa inhibidora de AKT (1-3% de los casos) (202) incrementando la desregulación de 

esta vía. La fosforilación de AKT induce la proliferación y supervivencia celular mediante la activación de ciclina 

D1 y la inhibición de la proteína proapoptótica BAD entre otras dianas. mTORC1 que también es activada por 

AKT, parece tener un rol importante en la progresión de CHC puesto que su inhibición reduce el crecimiento 

tumoral en modelos xenógrafos (221). 

4.2.3 Angiogénesis 

El carcinoma hepatocelular es un tumor muy vascularizado por lo que los procesos angiogénicos, favorecidos por 

el microambiente tumoral, son mecanismos muy importantes para la progresión del tumor. El factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el principal responsable de promover la angiogénesis por lo que tiene 

un papel esencial en la hepatocarcinogénesis y metástasis (222). La expresión de este factor así como su 
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receptor VEGFR está aumentado en la mayoría de CHC (223) induciendo la formación de vasos más 

permeables y la creación de una red vascular débil con flujo sanguíneo anormal (224) La angiopoyetina 1 y 2, 

factores como EGF o PDGF y otras moléculas actúan sobre las células endoteliales facilitando la angiogénesis. 

De esta manera, se generan regiones poco vascularizadas desencadenando un reparto irregular de fármacos y 

oxígeno. Estos procesos hipóxicos, que pueden producir necrosis, promueven la secreción de más VEGF y el 

crecimiento del tumor; y se han relacionado con la resistencia a fármacos (225). 

4.2.4 Inflamación y microambiente tumoral 

Es bien conocida la conexión entre inflamación y cáncer; y ésta es evidente en CHC donde alrededor de 90% se 

desarrollan en pacientes con enfermedades hepáticas crónicas. El microambiente juega un papel importante en 

la carcinogénesis, así como en la progresión y la metástasis tumoral. 

En un hígado inflamado, las células inmunes, las CEH y las células endoteliales interaccionan con los 

hepatocitos adyacentes mediante citoquinas y factores de crecimiento que favorecen la regeneración hepática 

pero que puede derivar hacia la transformación maligna. Se ha demostrado que moléculas secretadas por estas 

células como TNF, IL-6, linfotoxina  o HGF son capaces de promover el crecimiento de hepatocitos (226-228). 

Estas señales inducen dos vías de señalización, muy importantes en inflamación, que se han relacionado con el 

desarrollo de CHC: NF-B y JAK-STAT (226). Por ejemplo, se ha demostrado en modelos in vivo que TNF 

secretado por macrófagos produce en los hepatocitos a través de NF-B resistencia a apoptosis y con ello 

promueve el crecimiento tumoral (229). Resultados parecidos se han obtenido mediante la activación in vitro del 

factor de transcripción STAT3 por IL-6 que provoca una expansión de las células cancerígenas contribuyendo al 

crecimiento tumoral (229). Otra característica de las enfermedades hepáticas crónicas, como la translocación 

bacteriana, intensifica esta inflamación a través de TLR4 contribuyendo a la progresión del tumor (230). 

Esta proliferación de hepatocitos producida en respuesta a la inflamación podría resultar en mutaciones por daño 

en el ADN (231). Paralelamente, la elevada actividad de las células inmunes implica un aumento de la 

producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno que producen alteraciones genómicas y favorecen la 

aparición de mutaciones oncogénicas (232). 

Una vez establecido el tumor, los macrófagos adquieren un fenotipo más inmunosupresor y predominan los 

linfocitos de respuesta Th2 produciendo un cambio en el microambiente. Aumenta la secreción de IL-10 y TGF-β 

fomentado la angiogénesis y reduciendo la respuesta inmune antitumoral. Por lo tanto, esta inmunosupresión 

contribuye al crecimiento tumoral y a la resistencia a ciertas terapias (233, 234). 

La comunicación entre las CEH, activadas en las enfermedades crónicas, y hepatocitos o células tumorales es 

también un mecanismo relevante en el desarrollo y la progresión tumoral. Además de promover la inflamación, 

las CEH activadas son una fuente de factores capaces de inducir la transformación de los hepatocitos como IL6 

o HGF, y de favorecer su movilidad como VEGF y MMP9 (235, 236). El crecimiento tumoral y la angiogénesis 

también estarán favorecidas por otras proteínas secretadas por las CEH como la angiogenina, o TGF-β entre 

otras(237, 238). 
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Figura 6: Sistema BCLC de estratificación de pacientes con CHC 

Esta clasificación basada en el número y tamaño del tumor y en la funcionalidad hepática permite seleccionar el tratamiento 

más eficaz para cada grupo. (239) 

4.3 Estrategias terapéuticas 

4.3.1 Diagnóstico y tratamiento del CHC 

4.3.1.1 Vigilancia y diagnóstico 

Con el objetivo de reducir la mortalidad, se han establecidos pautas de vigilancias que permitan un diagnóstico 

temprano en poblaciones con mayor riesgo. Esta vigilancia se basa en estudios de coste-efectividad que 

determinan los grupos de pacientes que pueden beneficiarse. Por lo tanto, se recomienda vigilar cada 6 meses 

mediante pruebas de imagen por ultrasonidos a pacientes con alto riesgo de desarrollar CHC como los cirróticos, 

excepto en etapas avanzadas en las que el tratamiento antitumoral no sería eficaz, o los pacientes de hepatitis B 

sin cirrosis. Los marcadores séricos, como la -fetoproteína, tienen una sensibilidad y una especificidad baja por 

lo que no se consideran como alternativa de vigilancia (240). 

Esta vigilancia ha permitido aumentar el porcentaje de detección precoz de CHC en países desarrollados, sin 

embargo el diagnóstico tardío sigue siendo habitual. En el caso de pacientes cirróticos, el diagnóstico definitivo 

de CHC puede realizarse con la observación de nódulos superiores a 1cm mediante técnicas no invasivas de 

imagen. En caso de duda o de no padecer cirrosis, el diagnóstico debe realizarse mediante en el análisis 

histológico en el que se recomienda inmunotinción de GPC3, HSP70 y glutamina sintetasa para diferenciar 

displasias de CHC inicial (241). 

4.3.1.2 Tratamiento 

Una vez diagnosticado, existen distintos sistemas de estratificación de pacientes para elegir el tratamiento más 

adecuado según su prognosis y la funcionalidad hepática. La aparición en 1999 del sistema de clasificación 

BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) revolucionó el tratamiento de CHC y su validación y continuas 

actualizaciones han convertido esta método de estratificación en una referencia mundial del manejo eficaz de los 

pacientes (Figura 6) (242, 243). 
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Este sistema diferencia 5 grupos de pacientes: BCLC 0 para los tumores muy tempranos, BCLC A para 

pacientes con hasta 3 nódulos menores de 3cm y función hepática conservada, BCLC B para pacientes sin 

síntomas con tumores multifocales pero sin invasión vascular, BCLC C para carcinomas en estado avanzado con 

invasión vascular y expansión extrahepática y por último, BCLC D que incluye pacientes con función hepática 

muy deteriorada. Esta clasificación permite seleccionar el tratamiento con más posibilidad de éxito para cada 

grupo. Siguiendo esta estratificación, los tumores tempranos, BCLC 0 y BCLC A, son candidatos a cirugías de 

resección, ablación local con radiofrecuencia o trasplante hepático mientras que la quimioembolización, es decir 

la administración de quimioterapias directamente a la red vascular del tumor, se recomienda en pacientes BCLC 

B. En 2008, el ensayo clínico SHARP (Sorafenib Hepatocellular Carcinoma Assessment Randomized Protocol) 

demostró que el sorafenib, un inhibidor multiquinasa, aumentaba 3 meses la supervivencia de pacientes con 

CHC avanzado que hasta entonces no disponían de ningún tratamiento eficaz (244). Desde entonces, el 

sorafenib se convirtió en la terapia sistémica de referencia para la categoría BCLC C mientras que los pacientes 

en estadios finales (BCLC D) son dirigidos a cuidados paliativos. 

El sorafenib fue el primer fármaco aprobado para CHC en estado avanzado que aumenta la supervivencia pese a 

que su efecto es limitado, generando efectos adversos y desarrollando resistencia y progresión tumoral. Por ello, 

durante muchos años, se convirtió en una necesidad médica encontrar nuevos tratamientos o combinaciones 

que mejoraran el tratamiento con sorafenib. Después de resultados negativos en ensayos clínicos de muchos 

fármacos (245), en 2017 se confirma que otro inhibidor multiquinasa, el regorafenib, prolonga la supervivencia 

general y la ausencia de progresión en pacientes que han dejado de responder a sorafenib (246). De esta 

manera, se establece el regorafenib como tratamiento de segunda línea en pacientes tolerantes a sorafenib pero 

con progresión tumoral. 

Fármaco Tratamiento Tipo Dianas Estudio 

Sorafenib Primera línea 
Inhibidor 

multiquinasa 

VEGFR2-3, PDGFR-β, FGFR1-2, Flt-

3,KIT, RET, RAF-1, B-RAF 
SHARP 

Regorafenib Segunda línea 
Inhibidor 

multiquinasa 

VEGFR1-3, PDGFRα/β, FGFR1-2, Flt-

3,KIT, RET, TIE2, DDR2, RAF-1, B-RAF 
RESORCE 

Cabozantinib Segunda línea 
Inhibidor 

multiquinasa 

TIE-1, TIE-2, FLT3, MET, KIT, RET, 

AXL,VEGFR 
CELESTIAL 

Nivolumab Segunda línea 
Inhibidor de 

check-points 
PD-1 

CheckMate 

459 

Lenvatinib Primera línea 
Inhibidor 

multiquinasa 

VEGFR1–3, FGFR1–4, PDGFRα, RET, 

KIT 
REFLECT 

Tabla 3: Tratamiento sistémico del CHC avanzado. 

Fármacos aprobados hasta el momento para el tratamiento sistémico de CHC avanzados. Predominan inhibidores 

multiquinasas administrados como tratamientos de primera o segunda línea mientras que el nivolumab, anticuerpo monoclonal 

contra PD1 está aprobado hasta el momento en segunda línea. 

Otros inhibidores multiquinasa han dado buenos resultados en ensayos clínicos recientes. Lenvatinib, inhibidor 

de VEGFR, FGFR, Ret, c-Kit y PDGFRα, ha mostrado no ser inferior al sorafenib en primera línea (247) mientras 

que el cabozantinib, inhibidor de MET, AXL y VEGFR reduce la mortalidad y aumentado la supervivencia sin 

progresión como tratamiento de segunda línea (248). Por otro lado, dado el contexto inflamatorio de CHC y el 

buen resultado en otros tumores sólidos, las inmunoterapias han adquirido gran importancia en el tratamiento de 

CHC. Estudios con Nivolumab, un anticuerpo monoclonal contra PD-1, demuestran su seguridad y su eficacia 
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mejorando la supervivencia en pacientes tratados o no previamente con sorafenib, lo que ha acelerado su 

aprobación como tratamiento de segunda línea (249). 

Tras años de investigación para encontrar una terapia eficaz para CHC avanzado (250), estos resultados ofrecen 

nuevas alternativas para pacientes que no toleran o no responden a sorafenib (Tabla 3). Sin embargo, 

próximamente estos avances originarán nuevas dificultades a nivel médico para decidir el tratamiento más eficaz 

para cada paciente. Por eso resulta evidente la necesidad de encontrar marcadores que ayuden a distinguir los 

pacientes que puedan beneficiarse de las distintas terapias. 

4.3.2 Inhibidores de receptores tirosina quinasa 

4.3.2.1 Sorafenib 

RAF es un componente de la vía MAPK mutado o alterado en muchos tipos de cáncer, lo que la convirtió una 

diana clara para el tratamiento antitumoral. El desarrollo de fármacos inhibidores de RAF condujo a la selección 

del sorafenib (BAY 43-9006; Nexavar) como candidato para la práctica clínica (251). Los análisis bioquímicos 

confirmaron una potente inhibición de RAF, reduciendo la fosforilación de MEK y ERK, así como la inhibición de 

receptores tirosina quinasa como VEGFR, PDGFR-, FGFR1, Flt-3, KIT y RET, también implicados en 

carcinogénesis (252). Esta inhibición reduce la proliferación celular y tiene un efecto antiangiogénico, por lo que 

el sorafenib reduce el crecimiento tumoral in vivo en múltiples modelos xenógrafos de tumores humanos como el 

de colon, ovario, melanoma, de mama y hepatocarcinoma (252-255) (Figura 7). 

Debido a su biodisponibilidad oral y su larga vida media en humanos (35 horas), se inician ensayos clínicos de 

fase 1 en el año 2000 en pacientes con tumores sólidos avanzados (256). Se confirmó la tolerancia a sorafenib 

pese a la aparición de efectos adversos en algunos pacientes (diarrea o reacciones cutáneas mayoritariamente) 

y se observó un prometedor efecto antitumoral por lo que se iniciaron ensayos clínicos de fase 2 y 3. Se 

demuestra un beneficio en la supervivencia en pacientes de carcinoma renal de células claras tratados con 

sorafenib en 2007 y en pacientes de CHC en 2008 (244, 257) lo que lleva a la aprobación de este fármaco en 

tratamiento para pacientes con estadios avanzados de estos tumores. 

Sin embargo, la eficacia del sorafenib es limitada: algunos pacientes no responden al tratamiento mientras que 

otros acaban progresando. Esta resistencia ha conducido al estudio de los mecanismos de acción y de 

resistencia del sorafenib en células de CHC. 

Mediante la inhibición de RAF el sorafenib ejerce su efecto antiproliferativo inhibiendo señales dependientes de 

la vía MAPK. En líneas celulares de CHC, se observa una reducción de la fosforilación de MEK y ERK así como 

de los niveles de ciclina D1 tras el tratamiento con sorafenib que disminuye su proliferación (254). Por otro lado, 

PDGFR-y VEGFR son factores esenciales para la angiogénesis por lo que su inhibición induce apoptosis en 

células endoteliales y reduce la formación de vasos (258) limitando el flujo sanguíneo e inhibiendo el crecimiento 

tumoral en modelos xenógrafos de CHC (254). 

En cambio, otras vías implicadas en el desarrollo de CHC como PI3K/AKT o NF-B, no son diana del sorafenib y 

podrían ser responsables de la aparición de resistencia induciendo proliferación celular (259). De hecho, el 

tratamiento con sorafenib activa AKT y sus dianas en células de CHC (260) y su fosforilación está aumentada en 

células resistentes (261). 

Asimismo, el sorafenib es capaz de reducir la viabilidad induciendo muerte celular en células de CHC. Se conoce 

que el sorafenib promueve la degradación de la proteína MCL-1 vía proteasoma (262) y además reduce su 

translación mediante la reducción de la fosforilación de elF4E (263). Estos mecanismos reducen rápidamente los 

niveles proteicos de MCL-1 favoreciendo la inducción de apoptosis. 
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La autofagia también ha sido asociada a la resistencia a sorafenib. Este proceso de reciclaje celular está 

asociado a una mayor supervivencia celular y a crecimiento tumoral. Diversos estudios in vitro han demostrado la 

inducción de la autofagia en presencia de sorafenib observando una mayor lipidación de LC3, mayor formación 

de autofagosomas (264) y favorecida por la disminución de MCL-1 que libera la proteína asociada a autofagia 

Beclin (265). Esta autofagia generaría resistencia a la muerte celular y su inhibición resulta en la reducción de la 

proliferación de células de CHC in vitro y del crecimiento tumoral in vivo en presencia de sorafenib (266). No 

obstante, una autofagia excesiva induce apoptosis por lo que el papel del sorafenib y la autofagia en CHC crea 

cierta controversia (267). 

Finalmente, la producción de ROS en respuesta a agentes citotóxicos es algo común en células tumorales y se 

ha probado in vitro que el sorafenib induce un aumento de O2
−
, NO y H2O2. Esta producción de ROS sería 

necesaria para inducir la muerte celular ya que el tratamiento con antioxidantes como miméticos del enzima 

superóxido dismutasa reduce la lisis celular e incrementa el crecimiento tumoral en ratones tratados con 

sorafenib (268). 

  
 

Figura 7: Dianas del sorafenib. 

El sorafenib inhibe la proteína tirosina quinasa RAF y los receptores VEGFR, PDGFR-β, FGFR1, Flt-3, c-Kit y RET. Además, 

induce la producción de ROS y disminuye los niveles de MCL-1. 

4.3.2.2 Regorafenib 

En 2011, aparece el primer estudio que describe el potencial antitumoral del regorafenib (BAY 73-4506), otro 

inhibidor oral de tirosina quinasa desarrollado por Bayer. El regorafenib se diferencia estructuralmente del 

sorafenib por un átomo de flúor en grupo fenol central pero a nivel farmacológico es un inhibidor mucho más 

potente y amplio. Además de VEGFR y PDGFR-, el regorafenib inhibe también TIE2, que junto a angiogenina 

participa en la señalización angiogénica. Además, esta proteína es expresada por monocitos y su activación 

induce la liberación de múltiples factores proangiogénicos sobre todo en condiciones hipóxicas (269). Por ello, el 

regorafenib resulta más eficaz en la inhibición de la angiogénesis que el sorafenib. También inhibe de manera 
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más potente a los receptores RET y KIT y a RAF. Su administración reduce el crecimiento tumoral y la formación 

de vasos sanguíneos en modelos xenógrafos de carcinoma renal o de cáncer colorrectal entre otros (270).  

El ensayo clínico RESORCE probó la eficacia del regorafenib en pacientes con CHC avanzado que no 

respondieron a sorafenib (246), convirtiéndose así en el primer fármaco aprobado como segunda línea. Pese a 

su estructura similar, sorafenib y regorafenib inducen un patrón de expresión proteico significativamente distinto 

en tumores xenógrafos, lo que podría explicar la eficacia del regorafenib en tumores resistentes a sorafenib 

(271). Dada su reciente aprobación, existen pocos datos sobre las limitaciones del regorafenib y la adquisición de 

resistencia; y actualmente sólo se administra en pacientes tolerantes a sorafenib. 

5 Mecanismos de muerte celular 

La muerte celular es un proceso complejo estudiado desde hace décadas. Hasta hace relativamente poco se 

diferenciaba entre la apoptosis o la necrosis, sin embargo la evidencia de una mayor regulación de los procesos 

de muerte y el descubrimiento de nuevos tipos de muerte celular como la necroptosis o piroptosis han cambiado 

la perspectiva de este campo de investigación (272). 

5.1 Apoptosis 

Descrita en los años 70, la apoptosis se ha observado en múltiples formas de vida (273) y es necesaria para el 

desarrollo de organismos así como el mantenimiento homeostático en condiciones fisiológicas y patológicas. La 

apoptosis es un tipo de muerte regulada que requiere la activación de las caspasas. La activación de las 

caspasas induce una cascada de proteólisis provocando la escisión de muchas proteínas dianas que conducirá a 

la degradación del ADN y la reorganización del citoesqueleto. Por ello, la apoptosis se caracteriza por la 

condensación y fragmentación nuclear y la formación de cuerpos apoptóticos que facilita su eliminación y limita la 

respuesta inmunitaria. Existen dos mecanismos que inducen la activación de las caspasas dependiendo si las 

células reciben estímulos apoptóticos externos o intracelulares (274). 

En la vía intrínseca, también llamada vía mitocondrial, los inductores de muerte son el estrés y el daño celular o 

genómico. Las proteínas de la familia Bcl-2, que se describirán posteriormente, regulan este proceso mediando 

la permeabilización de la membrana mitocondrial externa (MOMP). Esta permeabilización provoca la liberación 

de proteínas mitocondriales como citocromo c, AIF o SMAC al citosol e induce la formación del complejo 

apoptosoma (Figura 8). Este complejo está formado por el citocromo c, la proteína adaptadora APAF1 y la 

caspasa 9 que en presencia de ATP es autoactivada y como resultado activa caspasas efectoras (275). 

En cambio, en la vía extrínseca, los receptores de muerte como el receptor de TNF o el receptor FAS son 

activados por sus ligandos provocando su oligomerización. Estos receptores reclutan proteínas adaptadoras 

como TRADD o FADD que inducen la autoactivación de caspasa 8 o 10. Estas caspasas activan las caspasas 

efectoras iniciando el proceso apoptótico. Esta vía converge con la intrínseca mediante la escisión de la proteína 

de la familia Bcl-2, BID, por caspasa 8. 
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Figura 8: Muerte celular dependiente e independiente de caspasa. 

La activación de la vía extrínseca induce la escisión de la caspasa 8 que activará las caspasas efectoras. En la vía intrínseca, 

diferentes señales alteran el equilibrio entre proteínas pro y antiapoptóticas induciendo la formación de oligómeros de BAK y 

BAX en la membrana mitocondrial. La salida del citocromo c induce en el citosol la formación del apoptosoma y la activación de 

caspasa efectoras. En la muerte independiente de caspasas, la permeabilización de la membrana aumenta su disfuncionalidad 

y la degradación de ADN y proteínas. Figura modificada de Youle et al.,2008 (276). 

5.2 Muerte celular independiente de caspasa 

Las caspasas son necesarias para llevar a cabo la apoptosis, pero otros mecanismos de muerte no requieren 

esta actividad. La muerte celular independiente de caspasa (CICD, caspase independent cell death) se 

caracteriza por la inducción de MOMP, la acumulación de autofagosomas y condensación nuclear periférica 

aunque estos eventos pueden variar según el estímulo o el tipo celular. Sin embargo, no se observa 

fragmentación del ADN, externalización de la fosfatidilserina ni activación de las caspasas (277). 

Al contrario de la apoptosis, la CICD no ocurre en todos los animales y no se ha observado en C.elegans o en 

Drosophila melanogaster probablemente por la ausencia de MOMP. En células eucariotas, la CICD se ha 

descrito in vitro e in vivo en ausencia de componentes de apoptosoma o en presencia de inhibidores de caspasa 

pero también en condiciones fisiológicas como en cardiomiocitos con baja expresión de APAF1 (278) o durante 

la perdida de las membranas interdigitales de las extremidades (279). 

Aunque las células pueden sobrevivir a la MOMP por no realizarse completamente o mediante autofagia (280, 

281), este proceso parece ser el desencadenante de la CICD ya sea mediante la pérdida de funcionalidad de la 

mitocondria o debido a la acción de las proteínas liberadas al citosol. La mitocondria es responsable de muchas 

funciones celular importantes y durante el proceso de CICD, la perdida de potencial de membrana y la inducción 

de MOMP provocan alteraciones en la cadena respiratoria y la disminución de la producción de ATP, así como 

alteraciones en otras funciones de la mitocondria (Figura 8). Por otro lado, también se alteran los procesos de 

fusión y fisión aumentando la fragmentación de la red mitocondrial. La liberación de proteínas como AIF o la 

endonucleasa G podrían participar en este tipo de muerte induciendo la condensación y degradación del ADN 

(282). 
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6 Metabolismo de esfingolípidos 

Los esfingolípidos son un grupo de lípidos bioactivos presentes en muchos organismos que participan en la 

señalización intracelular regulando diferentes funciones celulares. Considerados durante años únicamente como 

componentes estructurales de las membranas, se ha descrito su contribución tanto en dominios lipídicos, donde 

controlan la endocitosis o señalización intracelular de receptores, como en numerosos procesos patológicos 

relacionados con muerte y proliferación celular. Además, diferentes situaciones patofisiológicas son causadas 

por alteraciones intracelulares del metabolismo esfingolipídico y muchas de las funciones otorgadas a los 

esfingolípidos tienen importancia en la oncogénesis y la respuesta a tratamiento. Debido a ello, terapias basadas 

en alterar la composición lipídica están siendo estudiadas para enfermedades relacionadas con esfingolípidos 

(283). 

6.1 Estructura y metabolismo de los esfingolípidos 

Existen numerosas especies de esfingolípidos que comparten una estructura muy parecida basada en la 

esfingosina. Este aminoalcohol formado por 18 carbonos, está unido a un ácido graso de longitud variable 

mediante un enlace amida. Los esfingolípidos se clasifican en cuatro subfamilias: bases esfingoides, ceramidas, 

glicoesfingolípidos, y fosfoesfingolípidos; según el grupo que sustituye el grupo alcohol (radical hidrógeno o 

estructuras más complejos como azúcares o fosfocolinas). 

Los esfingolípidos inician su síntesis de novo en el retículo endoplasmático tras la acción coordinada de la serin-

palmitoiltransferasa (SPT) que cataliza la condensación de serina y palmitoil-CoA, y de las ceramida sintasas 

(CerS) que añaden un grupo acilo. Se obtienen así ceramidas, base del metabolismo esfingolípidico, cuya 

producción estará limitada por la disponibilidad de ácido palmítico, aunque puede generarse a partir de otros 

ácidos de cadena larga como el mirístico o esteárico (284). La longitud, entre C14 y C30, y la saturación de los 

ácidos grasos depende de los diferentes enzimas CerS cuya expresión es específica del tipo celular y tejido. La 

CerS2, que genera ceramidas de cadenas largas, es la más predominante sobre todo en el hígado (285). Una 

vez formadas, las ceramidas son enviadas al aparato de Golgi ya sea mediante transporte vesicular o mediante 

la proteína de transferencia de ceramida (CERT) para sintetizar esfingomielina o glucosilceramidas (Figura 9). 

La ceramida también puede ser generada rápidamente a partir de la esfingomielina de las membranas tras la 

activación de fosfolipasas específicas, las esfingomielinasas (SMasa). Esta hidrólisis suele realizarse en 

respuesta a mecanismos mediados por receptores celulares, estrés oxidativo o diversas drogas (286). 

Las ceramidas pueden transformarse en otros esfingolípidos como glucosilceramida mediante la 

glucosilceramida sintasas (GCS) o esfingosina mediante las ceramidasas (CDase) que puede ser fosforilada por 

la esfingosina quinasa. La esfingosina-1-fosfato (S1P) es secretada para actuar de manera paracrina o autocrina 

a través de su receptor (SP1R) mientras que la esfingosina puede reciclarse formando ceramida en el retículo 

endoplasmático para generar nuevos esfingolípidos (287). 

Los esfingolípidos tienen un papel dual en muchas funciones como por ejemplo la inducción de muerte celular 

por las ceramidas y de la supervivencia en el caso de la esfingosina-1-fosfato (S1P) o la ceramida-1-fosfato 

(288). Por lo tanto, el metabolismo de los esfingolípidos genera un equilibrio donde no sólo importan los niveles 

de estas moléculas sino también la expresión de enzimas que las conviertan en otras. 

6.2 Funciones y señalización regulada por esfingolípidos 
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Los esfingolípidos participan en un amplio número de procesos celulares desde la proliferación y el ciclo celular, 

a la muerte celular y hasta la respuesta inmune. Distintos estímulos, como citoquinas, estrés celular, radiación, 

hipoxia o agentes quimioterapéuticos inducen la producción de ceramidas mediante síntesis de novo o la 

hidrólisis de la esfingomielina. La ceramida actúa regulando principalmente fosfatasas como PP1 o PP2A 

implicadas en muchas vías de señalización (AKT, MAPK, PKC…). En cambio, S1P, que es secretado, ejerce su 

función a través de S1PR, receptores de membrana acoplados a proteína G, aunque también puede actuar 

intracelularmente, por ejemplo inhibiendo deacetilasas de histonas (289). Los estímulos celulares también 

pueden alterar enzimas del metabolismo de los esfingolípidos y según su localización en orgánulos celulares 

pueden modificar la composición y función de los esfingolípidos de diferentes orgánulos (284). 

 

Figura 9: Metabolismo de los esfingolípidos. 

Representación de las principales vías implicadas en el metabolismo de ceramidas en hígado. Las ceramidas se generan de 

novo o mediante esfingomielinasas (SMases) a partir de esfingomielina. La ceramida puede modificarse para generar 

esfingolípidos menos tóxicos como glucosilceramidas, ceramida-1-fosfato o esfingosina-1-fosfato. Inhibidores como NOE, 

PDMP, imipramina (IMIP) o miriocina (MYR) alteran los diferentes enzimas de esta ruta metabólica cambiando los niveles de 

esfingolípidos. 

6.2.1 Funciones en la membrana celular 

Los esfingolípidos ejercen una función muy relevante en las membranas celulares. Existen dominios 

especializados, con una composición concreta de estas moléculas, como las balsas lipídicos (lipid rafts), que 

regulan la distribución y la actividad de ciertos receptores de membrana y participan en procesos de endocitosis 

(290). Estudios sobre la SMasa neutra han mostrado que su activación y la consecuente producción de 

ceramidas favorece la formación de exosomas para la comunicación entre células y su inhibición produce 

cambios en el contenido de las vesículas (291, 292). Por otro lado, la esfingosina quinasa 1 (SK1) es muy 

abundante en las terminaciones nerviosas con gran actividad endo y exocítica y su inhibición produce 
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alteraciones en el reciclaje por endocitosis. La generación de la esfingosina-1-fosfato regularía por lo tanto la 

formación de endosomas independientemente de su receptor (293). Estos esfingolípidos además de regular la 

formación de vesículas exosomales y endosomales han sido implicados en la fusión de virus envueltos como el 

VIH (294). 

6.2.2 Respuesta inmunitaria 

Los esfingolípidos tienen unas funciones relevantes en el sistema inmune como la migración de linfocitos o la 

regulación de la producción de prostaglandinas por ciclooxigenasa 2 (COX2). Durante la respuesta inmunitaria, 

S1P es secretado y liberado en sangre por células endoteliales y hematopoyéticas creando un gradiente que 

promueve, a través del receptor S1PR, la salida de linfocitos de los tejidos linfáticos (295, 296). 

6.2.3 Migración celular 

Otra función de los esfingolípidos es la participación en movilidad celular. En respuesta a estímulos como 

factores de crecimiento, la síntesis de S1P induce la formación de proyecciones citoplasmáticas favoreciendo la 

migración celular mediante la fosforilación de proteínas de la familia ERM, responsables de la interacción entre 

citoesqueleto y membrana (297). Además, el gen SPNS2, relacionado con el transporte de S1P, ha sido 

identificado recientemente como promotor de la metástasis en modelos animales (298), reafirmando su función 

en migración e invasión. 

6.2.4 Proliferación y senescencia 

Otro proceso celular en el que participan las ceramidas es la senescencia, limitando la capacidad proliferativa de 

las células. La primera observación se realizó en fibroblastos humanos que al entrar en senescencia aumentan 

los niveles de ceramida que inhiben la síntesis de ADN y activan proteínas relacionadas con la senescencia 

(299). Además, las ceramidas también reducirían la proliferación celular inhibiendo la actividad de las 

telomerasas (300); y producen la detención del ciclo celular mediante la desfosforilación de la proteína Rb y la 

inhibición de ciclinas (301, 302). 

En cambio, la S1P tiene propiedades proliferativas y se considera un lípido prosupervivencia por su señalización 

autocrina o paracrina a través del receptor S1PR. Esta función se ha relacionado con procesos oncogénicos en 

muchos estudios y la sobreexpresión de SK1 y por tanto, el aumento de S1P, induce la transformación maligna y 

el crecimiento tumoral (303). 

6.2.5 Autofagia 

Los esfingolípidos también están implicados en procesos de autofagia ya sea para inducir la muerte celular o 

como mecanismo de protección. Por un lado, se ha descrito que un aumento de ceramidas en células tumorales, 

mediante la administración de ceramidas exógenas o inhibiendo enzimas de su metabolismo, induce la muerte 

celular por autofagia tras la inhibición de la señalización AKT/mTOR (304). Además la inducción exógena de 

ceramidas induce un aumento de la proteína autofágica Beclin1 y provoca, mediante la señalización JNK, su 

disociación con BCL-2 promoviendo la autofagia (305). Por otro lado, se ha descrito que tras un aumento de 

ceramidas, la inhibición de la autofagia, mediante el inhibidor 3-MA, induce apoptosis en células tumorales por lo 

que estos esfingolípidos participarían también en la autofagia como mecanismo de supervivencia (306). 

6.2.6 Muerte celular 

Una de las funciones más estudiadas es la implicación de los esfingolípidos, especialmente las ceramidas, en la 

muerte celular. El primer indicador de esta función es la activación de la SMasa ácida por receptores de muerte 

como TRAIL o FAS. De este modo, se incremente la ceramida en la membrana plasmática formando dominios 
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ricos en ceramida que promueven la señalización apoptótica (307). Además, la señalización de TNF aumenta los 

niveles de ceramida en la membrana mitocondrial disminuyendo la actividad de la cadena respiratoria y 

aumentando la producción de ROS y la peroxidación lipídica (308). De hecho, niveles bajos de ceramida inducen 

resistencia a la apoptosis inducida por estos receptores en células tumorales (309).  

Asimismo, las ceramidas también se han relacionado con la vía intrínseca de la apoptosis. Por ejemplo, se ha 

observado que la inducción de SMasa activa BAX e induce MOMP (310) e incluso las propias ceramidas pueden 

formar canales en las membranas mitocondriales (311). También se ha descrito que la apoptosis por TNF 

depende parcialmente de la actividad de SMasa ácida que en los lisosomas induce la actividad de catepsina B, 

que escinde BID (312). 

Por último, la conversión de esta ceramida a S1P anula la apoptosis inducida por ceramida de manera 

independiente al receptor S1PR, por lo tanto el balance entre ceramida y S1P determina la supervivencia de la 

célula (313). 

1.3 Esfingolípidos y cáncer 

Los esfingolípidos han sido estudiados en distintos contextos patológicos como trastornos neurológicos, 

síndrome metabólico o fibrosis hepática (314) pero sobre todo en procesos oncogénicos por su relación con la 

supervivencia y la muerte celular (315). 

6.2.7 Metabolismo esfingolipídico en cáncer 

En general, mientras que la ceramida actuaría como supresora de tumores provocando apoptosis o deteniendo 

el ciclo celular, la S1P es promotora de tumores induciendo proliferación celular, invasión, inflamación y 

angiogénesis. 

La S1P favorece la proliferación y el crecimiento tumoral en múltiples tumores como leucemias, glioblastoma o 

carcinoma renal (316). Además, la activación de COX2 por SP1 y la consecuente producción de prostaglandinas 

parece ser relevante en el cáncer de colon asociado a colitis. De hecho, SK1 está sobreexpresada en cáncer de 

colon y correlaciona con una mayor expresión de COX2 y con estadios avanzados (317). En cambio, los niveles 

de ceramida están disminuidos en cáncer de colon y en modelos animales deficientes en ceramidasa neutra 

(NCDasa), el aumento de estos niveles protege del desarrollo de cáncer (318). 

La sobreexpresión de ceramidasa ácida (ACDasa) se relaciona con estadios avanzados de melanoma, cáncer de 

próstata y cáncer de cabeza y cuello. En el caso de melanoma, la sobreexpresión de ACDasa correlaciona con 

tumores más agresivos en contraste de la expresión de ASMasa que se observa en estadios iniciales, indicando 

una relación entre bajos niveles de ceramida y estadios avanzados (319). 

Finalmente, los esfingolípidos también regulan la angiogénesis en cáncer. S1P promueve la formación de vasos 

sanguíneos mediante la proliferación de las células endoteliales y la interacción con la señalización de VEGF 

(320). Además, S1P también induce neovascularización a través del aumento de movilidad de las células 

endoteliales a través de las proteínas RHO y la remodelación del citoesqueleto (321). 

6.2.8 Implicaciones en terapia 

Muchos agentes quimioterapéuticos inducen cambios en el metabolismo de esfingolípidos, favoreciendo la 

muerte celular. Algunos como la daunorubicina o gemcitabina, inducen enzimas de la síntesis de novo activando 

la producción de las ceramidas (322). De esta manera se genera citotoxicidad y se induce apoptosis en las 

células tumorales. En contraste, otros quimioterapéuticos inducen la actividad SMasa produciendo ceramidas 
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mediante la hidrólisis de la esfingomielina (323). Se ha descrito también que algunos agentes como la 

actinomicina D o etopósido inducen la producción de ROS, mediante procesos dependientes de p53, que activa 

NSMasa y la producción de ceramidas (324). 

Por otro lado, los esfingolípidos también han manifestado tener un valor predictivo. Por ejemplo, los niveles altos 

de ceramida en plasma predicen la respuesta a la radiación en tumores metastásicos (325) y la expresión de 

CerS6 se ha propuesto como marcador de supervivencia en cáncer de colon (326). 

No obstante, la evasión de la apoptosis es una característica de las células tumorales y la resistencia a la 

quimioterapia se ha relacionado con menos acumulación de ceramidas. En muchas ocasiones, la desregulación 

de enzimas como la GCS, la CDasa o SK1, provoca la derivación de la ceramida a metabolitos no apoptóticos, 

atenuando los efectos de la terapia y produciendo resistencia. Por ejemplo, el aumento de la actividad GCS se 

ha asociado a la resistencia en muchos tipos de cáncer como leucemias, melanoma o neuroblastoma (327). En 

el caso de la GCS, parece existir una conexión con un transportador de la familia ABC, la glicoproteína P (o 

MDR1). Este transportador está implicado en la translocación de la glucosilceramida en la membrana del aparato 

de Golgi y contribuye al aumento de la actividad de GCS y la aparición de resistencia (328). 

Por ello, se ha estudiado la inhibición de estos enzimas relacionados con el procesamiento de la ceramida. En 

células de hepatocarcinoma, el silenciamiento de CDasa para inhibir la formación de S1P sensibiliza las células 

al tratamiento con daunorubicina y reduce el crecimiento de tumores xenógrafos (329). Por otro lado, se ha 

demostrado que la sobreexpresión de GCS, genera resistencia a la doxorubicina en línea celular de cáncer de 

mama mientras que en células resistentes a múltiples fármacos, su inhibición revierte la resistencia (330). 

Estos conocimientos han conducido al desarrollo de diferentes estrategias terapéuticas para incrementar los 

niveles de ceramida y promover la muerte celular de las células tumorales. Una de estas estrategias es el uso de 

análogos de ceramida o la administración de ceramidas en liposomas para aumentar la eficacia de entrada en la 

célula, que se ha probado eficazmente en estudios preclínicos de cáncer de mama y otros tumores (331-333). El 

potencial terapéutico de la inhibición de la SK1, mediante dimetilesfingosina, para reducir los niveles de S1P 

también ha resultado eficaz en el tratamiento de leucemias o cáncer de colon (334). El uso de inhibidores de la 

ACDasa induce apoptosis y reduce el crecimiento de tumores xenógrafos de cáncer de colon y han resultado 

eficientes en la sensibilización a quimioterapia (335, 336). Finalmente, la inhibición de la GCS mediante 

inhibidores como PDMP (1-fenil-2-decanoilamino-3morfolino-1-propanol) o como el OGT2378, induce apoptosis 

en múltiples tipos de células tumorales e inhibe el crecimiento tumoral en modelos preclínicos sólo o en sinergia 

con otros quimioterapéuticos (337, 338). 

7 Familia de proteínas Bcl-2 

7.1 Estructura y función 

La familia de proteínas Bcl-2 es un conjunto de proteínas pro y antiapoptóticas responsables de la regulación de 

la apoptosis. La proteína BCL-2 fue descubierta en linfomas malignos en los años 90 como oncogén e inductora 

de supervivencia (339, 340). Su papel en la prevención de la apoptosis dio lugar a la identificación de otras 

proteínas estructuralmente parecidas que interaccionaban entre ellas y forman la familia Bcl-2 (341-344). 

Estas proteínas, aproximadamente 20 en mamíferos, contienen regiones muy conservadas de menos de 20 

aminoácidos llamados BH (Bcl-2 homology) que permiten las interacciones entre las proteínas de la familia. 

Existen cuatro dominios BH (BH1, BH2, BH3 y BH4) que permiten la clasificación de las proteínas de la familia 

en tres grupos: las proteínas antiapoptóticas, las proapoptóticas multidominio y las proapoptóticas BH3. Las 
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antiapoptóticas, previenen la apoptosis y están compuestas por BCL-2, BCL-Xl, BCL-w, MCL1, BFL1/A-1, y BCL-

B. Las proapoptóticas multidominio incluyen BAX, BAK, y BOK, y no contienen el dominio BH4 mientras que las 

proapoptóticas BH3 como BIM, BAD, PUMA, NOXA y BID, sólo contienen el dominio BH3 (Figura 10). 

Generalmente, los dominios BH1, BH2 y BH3 forman una cavidad hidrofóbica compuesta por 9 hélices  que 

permite la interacción con otro dominio BH3 a través de una hélice  anfipática (345, 346); por lo que las 

proteínas BH3 pueden unirse a las proteínas multidominio ya sean pro o antiapoptóticas (347). En el caso de 

BID, la proteína debe ser truncada para exponer el dominio BH3 y poder interaccionar con las otras proteínas 

(348). 

 

Figura 10: Estructura de las proteínas de la familia Bcl-2. 

La estructura de las proteínas de la familia Bcl-2 se basa en los dominios BH. Las proteínas antiapoptóticas que contienen 

mayoritariamente los 4 dominios BH, se unen a proteínas proapoptóticas que pueden tener tres dominios BH o sólo contener 

BH3. Figura modificada de Youle et al. 2008 (276). 

Estas proteínas no se unen indiscriminadamente: las diferencias en la secuencia de los dominios resulta en 

afinidades diferentes entre proteínas. Así pues, mediante estudios de interacción, se ha observado que BIM, 

PUMA, y BID son capaces de unirse a todas las proteínas proapoptóticas mientras que NOXA y BAD sólo 

interaccionan con unas pocas (349). Por otro lado, Bax no interacciona con BCL-2 pero si con BCL-XL o MCL-1 

(350) (Figura 11). 

Las interacciones entre estas proteínas regulan la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 

(MOMP) induciendo o previniendo la apoptosis. En condiciones normales, las proteínas antiapoptóticas se unen 

a las proapoptóticas y preservan la integridad de la mitocondria (351). En respuesta a estímulos como el estrés 

celular o daño genómico, las proapoptóticas BH3 aumentan su expresión y se induce la oligomerización de BAX 

y BAK que se integran en la membrana mitocondrial iniciando la permeabilización mitocondrial, la liberación de 

proteínas al citosol y la activación de las caspasas(348, 352). Dos mecanismos parecen inducir este proceso. En 

la activación indirecta, las proteínas BH3 se unen a las antiapoptóticas liberando BAX y BAK (353). Por ello, las 

proteínas BH3 que interaccionan con más proteínas como BIM o BID, ejercen una mayor actividad apoptótica, 

sugiriendo una muerte más potente cuanto más proteínas antiapoptóticas se neutralizan (349). En cambio, en la 

activación directa, algunas de las proteínas proapoptóticas BH3, principalmente BIM y BID, son capaces de 

unirse a BAX y BAK e inducir cambios conformacionales que activan la formación de oligómeros (354-357). La 

unión de proteínas activadoras no parece casual; BIM activa preferentemente a BAX mientras que BID tiene 
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preferencia por BAK (358). El resto de proteínas BH3, denominadas sensibilizadoras, se encargan de secuestrar 

las proteínas antiapoptóticas liberando así más proteínas activadoras (359, 360). 

Hay que tener en cuenta que las células del organismo presentan una expresión diferencial de las proteínas de la 

familia Bcl-2. Mientras que BAX y BAK son indispensables para el inicio de la MOMP y la deficiencia de ambas 

produce resistencia a múltiples estímulos apoptóticos (361), algunas células dependen de alguna proteína 

antiapoptótica. Por ejemplo, la expresión de BCL-XL es imprescindible para plaquetas y eritrocitos (362) mientras 

que se requiere BCL-2 para la supervivencia de linfocitos circulantes (363). 

 

Figura 11: Interacción entre proteínas de la familia Bcl-2. 

Las interacciones entre las proteínas de la familia Bcl-2 son específicas determinando la función de éstas. Por otro lado los 

miméticos de BH3, como venetoclax, navitoclax o A1155463 inhiben diferentes proteínas antiapoptóticas. 

7.2 La familia de proteínas Bcl-2 en cáncer 

Las interacciones entre las proteínas de la familia Bcl-2 determinan si la célula inicia o detiene la apoptosis por lo 

que un desequilibrio entre pro y antiapoptóticas puede afectar el proceso apoptótico. Por ello, estas proteínas 

están implicadas en múltiples patologías y especialmente en cáncer donde la resistencia a apoptosis es una de 

las características principales (364, 365). 

Un desequilibrio entre las proteínas pro y antiapoptóticas puede favorecer la supervivencia de las células en la 

transformación oncogénica y en el desarrollo de tumores. De hecho, el gen de BCL-2 fue identificado en la 

translocación entre el cromosoma 14 y el 18 muy común en linfomas foliculares que produce una proteína de 

fusión entre una inmunoglobulina y BCL-2 induciendo la supervivencia de las células (340). Las sobreexpresión 

de proteínas antiapoptóticas como BCL-2 o MCL-1 son muy comunes en leucemias (366, 367) y glioblastomas 

(368) y se han observado también en carcinoma escamoso oral o cáncer de próstata (369, 370). Las proteínas 

proapoptóticas tienen función supresora de tumores y su expresión está alterada en algunos tumores, como por 

ejemplo en cáncer colorectal donde el gen de BAX se encuentra frecuentemente mutado (371). Además, p53 

regula la expresión de PUMA y NOXA, y su inactivación en muchos tumores sólidos desregula estas proteínas 

favoreciendo la progresión tumoral (372). 

Por otro lado, la desregulación de la apoptosis puede contribuir a la resistencia a fármacos quimioterapéuticos 

(373). La sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas se ha asociado en muchas ocasiones a un peor pronóstico 

y a una respuesta ineficaz a fármacos antitumorales (366, 374, 375). Además muchas células tumorales 

adquieren resistencia a diversos quimioterapéuticos y evaden la apoptosis alterando el patrón de expresión de 

estas proteínas (376, 377). 

En cuanto al CHC, en muestras humanas los niveles de BCL-XL y de MCL-1 se observan aumentados (378, 379) 

mientras que los niveles de BAD están disminuidos (380) en tumores respecto a tejido no tumoral adyacente. 
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Además, algunos microRNAs, como miR34a o miR-573 que controlan la expresión de BCL-2 y BCL-2A1 

respectivamente, están disminuidos en algunos pacientes de CHC alterando el patrón de expresión de las 

proteínas de la familia Bcl-2 (381, 382). Además, estas proteínas antiapoptóticas se han asociado también a 

resistencia en CHC a doxorubicina y 5-fluorouracilo (383, 384). 

7.3 Bcl-2 y estrategia terapéutica 

7.3.1 Adicción a Bcl-2 

La mayoría de los agentes terapéuticos empleados en cáncer inducen daño y estrés celular (producción de ROS, 

hipoxia...) que favorece la apoptosis por la vía mitocondrial. Estudios reciente sugieren que una de las razones 

por la que estos tratamientos no presentan un efecto tóxico en la mayoría de tejidos sanos es que estos apenas 

expresan las proteínas reguladoras de la apoptosis. La expresión de la familia de Bcl-2 y de algunas caspasas es 

casi indetectable en cerebro, corazón, riñón, hígado o pulmones de organismos adultos, por lo que estos tejidos 

no responden a estímulos inductores de apoptosis intrínseca, en contraste con los tejidos hematopoyéticos e 

intestinales que presentan mayores niveles de proteínas Bcl-2 (385). Estos resultados encajarían con el concepto 

establecido en los últimos años (prime to death, en inglés) que establece que las células tumorales devienen 

dependientes de señales de supervivencia por lo que son más susceptibles a muerte mitocondrial (386). 

Durante la transformación oncogénica, se sobreexpresan en muchas ocasiones proteínas BH3 como BIM 

provocando un aumento de las antiapoptóticas para contrarrestarlas. Estas alteraciones en células tumorales 

pueden predisponer a la apoptosis inducida por fármacos debido a la dependencia de estas proteínas 

antiapoptóticas. Por eso, no resulta extraño que células tumorales con altos niveles de BCL-2 inicien apoptosis 

tras el tratamiento con quimioterapéuticos. De hecho, esta sensibilización a apoptosis se asocia a una respuesta 

eficaz a la terapia en pacientes mientras que no se hallaría en tumores resistentes a fármacos (387). Incluso se 

han identificado, en algunos tipos de cáncer, patrones de expresión de las proteínas de la familia Bcl-2 que 

predicen la susceptibilidad o resistencia a la terapia (388, 389). 

Por otro lado, el laboratorio del Dr. Letai ha desarrollado una técnica llamada “BH3 profiling” que consiste en 

analizar la permeabilidad de la membrana mitocondrial tras la incubación con péptidos de las proteínas 

proapoptóticas BH3 y permite determinar la dependencia de las células tumorales a una o varias proteínas 

antiapoptóticas. La inhibición de esta dependencia, que varía según el tumor, permitiría potenciar la 

sensibilización a apoptosis mejorando la respuesta terapéutica en tumores no respondedores o que han 

adquirido resistencia (390). 

7.3.2 Miméticos de BH3 

La familia de proteínas Bcl-2 y la inducción de la apoptosis han sido objeto de estudio durante años en cáncer, 

especialmente en neoplasias hematológicas, y se han considerado buenas dianas terapéuticas. Diferentes 

estrategias terapéuticas se han llevado a cabo para inhibir las proteínas antiapoptóticas en tumores (391). Los 

primeros ensayos clínicos basados en esta estrategia consistían en el uso de ARN de interferencia contra BCL-2 

en leucemias linfocíticas crónicas (LLC) que demostró aumentar la supervivencia de los pacientes (392). Con 

esta aplicación clínica, las compañías farmacéuticas han hecho avances desarrollando pequeñas moléculas 

inhibidoras que se unen a la cavidad hidrofóbica de las proteínas antiapoptóticas en lugar de las proteínas BH3. 

Estas moléculas, conocidas como miméticos de BH3, promueven la apoptosis a través de la oligomerización de 

BAX y BAK, la inducción de MOMP y la liberación de citocromo-c, y mientras algunos miméticos se están 

evaluando en ensayos clínicos otros ya han sido aprobados para el tratamiento antitumoral. 
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El ABT-263 (Navitoclax) fue el primer mimético que se probó en ensayos clínicos. Esta molécula, parecida a su 

antecesor ABT-737 pero con biodisponibilidad oral, inhibe las proteínas antiapoptóticas BCL-2 (Ki ≤1 nM), BCL-

XL (Ki ≤ 0.5 nM) y BCL-w (Ki ≤1 nM), pero no MCL-1 (393). En ensayos preclínicos, se ha descrito su capacidad 

antineoplásica en diversos tipos celulares como el carcinoma pulmonar de célula pequeña, mieloma múltiple o 

linfomas (393, 394). En ensayos clínicos iniciales, el navitoclax mostró buena tolerancia y buen potencial 

antitumoral en pacientes con LLC y carcinoma pulmonar de célula pequeña. Uno de los principales efectos 

adversos de este inhibidor, que limita su dosis, es la trombocitopenia debido al requerimiento de BCL-XL para la 

supervivencia de las plaquetas (395, 396). Además, se ha observado que en algunas células el navitoclax 

produce un aumento de los niveles de MCL-1, que puede inducir resistencia al tratamiento (397). Por ello, en 

algunos tumores se están probando terapias del ABT-263 combinadas con otros quimioterapéuticos (398). 

Por otro lado, el venetoclax (ABT-199) es el primer mimético de BH3 aprobado para la práctica clínica que ha 

revolucionado el tratamiento de leucemias. En estos ensayos con pacientes con LLC recurrente o refractaria, el 

20% tuvieron una remisión completa mientras que el 79% respondían eficazmente al tratamiento (399). Su éxito 

en ensayos clínicos de fase 1 y 2 (399, 400) aceleró su aprobación por parte de las agencias médicas para poder 

tratar a pacientes que no respondían a las terapias establecidas (401). De administración oral, el venetoclax es 

un inhibidor específico de BCL-2 (Ki <0.01 nM) de manera que su administración no produce trombocitopenia 

aunque suele inducir neutropenia. Otras neoplasias hematológicas, como la leucemia mieloide aguda, han 

mostrado menor respuesta al venetoclax probablemente debido a una mayor dependencia de BCL-XL o MCL-1 

(402). Estudios preclínicos vaticinan buenos resultados de la combinación del venetoclax con otros fármacos 

(403, 404) y actualmente se están llevando a cabo decenas de ensayos clínicos con este inhibidor aunque 

centrados únicamente en tumores hematopoyéticos (405). 

Por otro lado, también se han desarrollado miméticos de BCL-XL (WEHI-539, A-1331852 y A-1155463), capaces 

de inducir apoptosis en células deficientes de MCL-1 a pesar de ser esencial para la supervivencia de las 

plaquetas (406). El inhibidor A-1331852 (Ki <0.01 nM) es el único con biodisponibilidad oral y su administración 

induce una trombocitopenia transitoria en ratones, recuperando el número de plaquetas normal a las 72 horas y 

reduce el crecimiento tumoral en modelos xenógrafos de carcinoma pulmonar de células pequeñas (407). 

El auge de los miméticos ha estimulado el desarrollo de nuevos inhibidores más específicos. Para combatir el 

aumento de MCL-1 en tumores resistentes a miméticos u otros fármacos se han sintetizado inhibidores de MCL-

1 aunque poco específicos. Entre estos inhibidores, destacan S63845 y AMG 176 que han inducido apoptosis 

eficazmente en múltiples líneas celulares y modelos xenógrafos de linfomas y mielomas así como en tumores 

sólidos en combinación con otras terapias (408, 409). Hasta el momento, no existen inhibidores de BCL-w, BCL-

B o BFL-1/A1, aunque probablemente estas proteínas resalten en futuras investigaciones acerca de cáncer y 

resistencia a quimioterapia. 
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Las enfermedades hepáticas crónicas representan un problema mundial de salud y el aumento de su prevalencia 

viene acompañado de un mayor riesgo de CHC. Además la dificultad del diagnóstico y la falta de tratamientos 

definitivos resaltan la necesidad de la investigación de estos procesos patológicos. Con este propósito, el 

objetivo general de esta tesis es identificar y validar dianas terapéuticos en fibrosis y cáncer hepático. 

La fibrosis hepática y la inflamación son características muy importantes en la esteatohepatitis no-alcohólica. De 

hecho, un grado elevado de fibrosis se correlaciona con un peor pronóstico en pacientes con EHNA. La 

activación de la célula hepática estrellada es el proceso clave para el inicio y la progresión de la fibrosis y dado el 

papel de AXL en esta activación el primer objetivo se centra en analizar su papel en la patogénesis del EHNA. 

 

Objetivo 1: Determinar el papel de AXL en la fibrosis inducida en EHNA y validar su potencial como marcador de 

fibrosis hepática. 

 

El sorafenib era hasta hace poco el único tratamiento efectivo para pacientes con CHC avanzado pero la 

aparición de resistencia y la recurrencia tumoral es su principal inconveniente. Además con la aprobación de 

nuevos tratamientos, es interesante analizar las alteraciones en respuesta a sorafenib para la identificación de 

marcadores de eficacia o resistencia. En este proyecto se pretende estudiar mecanismos de acción del sorafenib 

y encontrar nuevas dianas terapéuticas que permitan sensibilizar farmacológicamente a sorafenib a las células 

tumorales. Tanto el metabolismo de los esfingolípidos como las proteínas de la familia Bcl-2 están relacionadas 

con la integridad de la mitocondria y la muerte celular; y se encuentran alteradas en cáncer o en respuesta a 

quimioterapéuticos, pero su regulación por parte del sorafenib ha sido poco estudiada. 

 

Objetivo 2: Análisis de cambios en el perfil esfingolipídico tras tratamiento con sorafenib y evaluación del 

mecanismo de acción de la inhibición farmacológica de la GCS en hepatocarcinoma. 

 

Objetivo 3: Caracterización de alteraciones mitocondriales y de proteínas de la familia Bcl-2 en tratamiento con 

sorafenib en carcinoma hepatocelular y su aplicación terapéutica. 
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1. Reactivos 

Reactivo Referencia Casa comercial 

Hematoxilina de harris HHS32  Sigma-Aldrich 
Eosina HT110132 Sigma-Aldrich 

Formalina HT501128 Sigma-Aldrich 
Direct Red 80  365548 Sigma-Aldrich 

1.3% picric acid solution in H2O P6744 Sigma-Aldrich 
DAB 11718096001 Roche 

Suero de cabra  X0907 DAKO 
Hematoxilina DAKO   CS700 DAKO 

Agua oxigenada H1009 Sigma-Aldrich 
Aquatex 108562 Merck Millipore 

TRIzol™ Reagent 15596018 Invitrogen 
Agua sin RNasas  W4502 Sigma-Aldrich 

Solución de tripsina-EDTA T4049 Sigma-Aldrich 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) D6429 Sigma-Aldrich 

Medio RPMI-1640 R8758 Sigma-Aldrich 
PBS estéril  D8662 Sigma-Aldrich 

Penicilina-Estreptomicina P4333 Sigma-Aldrich 
Suero Bovino Fetal (FBS) 10270106 Gibco 

Medio de montaje DPX 06522 Sigma-Aldrich 
MTT M2128 Sigma-Aldrich 

Liver cancer (SAB Target List) H383 #10034526 BioRad 
Fibrosis (SAB Target List) H384 # 10034493 BioRad 

TissueScan™ Liver Cancer cDNA Array I LVRT101 Origene 
RIPA R0278 Sigma-Aldrich 

cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 11873580001 Roche 
Bradford #5000205 BioRad 

Acrilamida/Bis-acrilamida 30% A3699 Sigma-Aldrich 
TRIZMA T1503 Sigma-Aldrich 

TRIS-HCl T5941 Sigma-Aldrich 
 SDS (Sodium dodecyl sulfate) 62862 Sigma-Aldrich 

TEMED sc-29111 Santa Cruz Biotech 
APS A3678 Sigma-Aldrich 

Tampón de carga Laemmli 2X   #1610737 BioRad 
Buffer  10x Tris/Glycine/SDS  #1610732 BioRad 

Marcador de peso molecular Novex sharp   LC5800 Invitrogen 
Ponceau P7170  Sigma-Aldrich 

TBS-T T9039 Sigma-Aldrich 
ECL PIERCE 32106 Thermo-Scientific 

CHAPS C9426 Sigma-Aldrich 
medio ProLong™ Gold Antifade Mountant  P10144 Life technologies 

In Situ Cell Death Detection Kit 11 684 817 910  Roche 
Hepes H3375 Sigma-Aldrich 

Hidroxiprolina H54409 Sigma-Aldrich 
Cloramina T 857319 Sigma-Aldrich 
Ácido cítrico  C-1909 Sigma-Aldrich 

HCl H1758 Sigma-Aldrich 
4-Dimetilaminobenzaldehído 109762 Sigma-Aldrich 

ácido perclórico  244252 Sigma-Aldrich 
acetato sódico 320099 Sigma-Aldrich 

NAOH 30620 Sigma-Aldrich 
PMA P8139 Sigma-Aldrich 

Cristal violeta sc-207460 Santa Cruz Biotech 
Lipofectamina 2000 11668 Life technologies 

Opti-MEM™ 31985062 Invitrogen 
Quick extract solution  QE09050 Epicentre 

Human AXL DuoSet ELISA DY154 R&D Systems 
Human GAS6 DuoSet ELISA DY885B R&D Systems 

Human MERTK DuoSet ELISA DY6488 R&D Systems 
Mouse AXL DuoSet ELISA DY854 R&D Systems 

Mouse GAS6 DuoSet ELISA DY986 R&D Systems 
Mouse MERTK DuoSet ELISA DY591 R&D Systems 

ELISA IL1β  900-TM95 Peprotech 
ELISA MCP1 900-TM31 Peprotech 

iScript™ cDNA Synthesis Kit 1708890 BioRad 
iTaq Universal SYBR Green  1725120 BioRad 

ADP/ATP Ratio Assay Kit MAK135  Sigma 
Complex I Enzyme Activity Dipstick Assay Kit ab109720 Abcam 

GAPDH Activity Assay Kit #K680- 100 Biovision 
3 Methyladenine (3-MA)  sc-205596 Santa Cruz Biotech 

Sorafenib  Bayer 
Regorafenib  Bayer 

PDMP sc-203030 Santa Cruz Biotech 
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HA14-1 sc-205911 Santa Cruz Biotech 
Imipramine I0899 Sigma 

Myriocine BML-SL226-0005 Enzo Life Sciences 
HA14-1 S1071 Selleckchem 

ABT 737 S1002 Selleckchem 
ABT 263 S1001 Selleckchem 

AT 101 S2812 Selleckchem 
Ac DEVD-AFC sc-311274A Santa Cruz Biotech 

H2DCFDA D6883 Sigma 
Hoechst 33258 B2883 Sigma-Aldrich 

Cremophor® EL C5135 Sigma-Aldrich 
Tween80 P1754 Sigma-Aldrich 
Tween20 P1379 Sigma-Aldrich 

Z-VAD-FMK sc-3067 Santa Cruz Biotech 
JC-1 T3168 Life technologies 

 

2. Cultivos celulares 

Las líneas celulares de hepatoma Hep3B, HepG2 y PLC/PRF5 así como la línea de monocitos humana THP1 y 

la de macrófagos de ratón RAW264.7 fueron obtenidas del ECACC (European Collection of Animal Cell 

Cultures). La línea celular de CEH, LX2, fue cedida por el Dr. Ramón Bataller y las células de hepatocarcinoma 

BCLC-9 fueron cedidas por el Dr. Jordi Bruix. Las líneas celulares se mantuvieron en incubadores Nirco con una 

atmósfera humidificada a 37ºC y 5% de CO2. La mayoría de células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium) que contiene 4500 mg/L glucosa, L-glutamina, piruvato sódico y bicarbonato sódico, 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) previamente inactivado por calor y antibióticos (100 U/ml 

penicilina, 100μg/ml estreptomicina). Las THP1 se mantuvieron en medio RPMI 10% FBS y 100 U/ml penicilina, 

100μg/ml estreptomicina y antes de su uso fueron activadas con 100ng/ml de PMA (forbol 12-miristato 13-

acetato) durante 3 días para estimular su diferenciación a macrófagos. 

En condiciones estériles, las células fueron tripsinizadas (tripsina-EDTA 0,25%), contadas en la cámara de 

Neubauer y sembradas en placas de cultivos según el experimento. Posteriormente fueron tratadas toda la 

noche o menos tiempo con diferentes productos como se indica en cada caso. 

3. Ensayos de viabilidad y clonogénicos 

El método MTT determina la viabilidad celular mediante la reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT) por enzimas oxidoreductasas de la mitocondria en células viables. Esta reacción produce 

un compuesto insoluble en agua de color púrpura (formazan), que puede ser disuelto posteriormente en 

disolventes orgánicos como el 1-propanol. Para esta técnica se siguió el siguiente protocolo: 

-Se siembran entre 7500 y 10000 células de hepatoma en 100μl de medio por pocillo en una placa de 96 pocillos. 

Al día siguiente, se tratan con diferentes fármacos. 

-Tras el tiempo estipulado para el tratamiento, se añaden 10μl por pocillo de una solución de 5mg/ml de MTT en 

PBS y se incuba la placa dos horas a 37ºC. 

-Se retira con cuidado todo el medio de la placa y se deja secar 10 minutos. 

-Se disuelven los cristales en 100μl de 1-propanol por pocillo y se agita para que el color sea homogéneo. Se 

procede a la lectura de absorbancia a 570 y 630nm y se determina el porcentaje de viabilidad según la siguiente 

fórmula: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) =  
(𝐴𝑏𝑠. 570 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠. 630 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 )

(𝐴𝑏𝑠. 570 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠. 630 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 )
 × 100 

Para los ensayos clonogénicos, se siembran 2x10
4
 células de hepatoma por pocillo en placa de 12 pocillos y se 

tratan con los fármacos. A los cuatro días de tratamiento, las células se lavan con PBS y se fijan con formalina 5 
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minutos. Una vez fijadas, se tiñen con cristal violeta al 0.05% durante 30 minutos en agitación. Finalmente se 

lavan los pocillos con agua corriente y se dejan secar para fotografiar. 

4. Extracción y cuantificación de proteínas 

Para la extracción de proteínas, se lisan las células en RIPA (150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-630, 0.5% 

deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) en la placa de cultivos (100µl por pocillos de placa de 6). 

Tras una incubación de 15 minutos en hielo, se centrifuga a 4ºC 10 minutos a 12000xg. Se recupera el 

sobrenadante que se conservará para las posteriores aplicaciones a -20ºC.  

Se recoge una alícuota del sobrenadante para determinar la cantidad de proteína mediante el método Bradford. 

Este reactivo contiene Comassie Brilliant Blue G-250 que reacciona con aminoácidos aromáticos y básicos 

produciendo coloración azul y un cambio en la absorbancia. En una placa de absorbancia se pipetea 5μl de una 

dilución de las muestras y la recta patrón (BSA desde 0 a 1mg/ml) y 195μl de reactivo. Tras 5 minutos de 

incubación se lee la placa en el espectrofotómetro a 595nm. A partir de la recta patrón, se estima la 

concentración proteica de las muestras. 

5. Western Blot 

Para analizar la expresión proteica, las muestras se cargan en un gel de acrilamida y tras separarlas por peso 

molecular se transfieren a una membrana de nitrocelulosa siguiendo el siguiente protocolo: 

-Se diluyen 20-30 μg de proteína con tampón de carga Laemmli 2X y se hierven 3 a 5 minutos a 100ºC. 

-Se preparan los geles para la electroforesis con separadores de 1.5 mm de grosor. Primero, se añade el gel 

separador cuyo porcentaje depende del peso de las proteínas a analizar y una vez polimerizado, se añade el gel 

concentrador y el peine para las muestras. 

 6% 10% 15% 
Gel 

concentrador 

1.5 M Tris pH 8.8 10 ml 10 ml 10 ml 0 ml 
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 4.1 ml 6.8 ml 10 ml 1.08 ml 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 0 ml 0 ml 0 ml 4.5 ml 
SDS 10% 200 μl 200 μl 200 μl 100 μl 
Agua MQ 5.9 ml 3.2 ml 0 ml 3.6 ml 
Temed 28 μl 28 μl 28 μl 22.5 μl 

APS 13% 100 μl 100 μl 100 μl 90 μl 

-Cargar las muestras en el gel y en uno de los carriles un marcador de peso molecular, que servirá como guía 

para visualizar la progresión de la electroforesis. 

-Correr en buffer de electroforesis (25 mM Tris, 192 mM glicine, 0.1% SDS, pH 8.3) preparado a partir de una 

solución 10X (BioRad) inicialmente a 80V, hasta sobrepasar el gel concentrador, y después a 100-120V hasta 

que las muestras lleguen al final del gel. 

-La electrotransferencia de gel a membrana de nitrocelulosa se realiza en sistema de transferencia el Trans-

Blot® Turbo™ de BioRad siguiendo las instrucciones de uso. 

-Una vez se han transferido las proteínas, la membrana se tiñe con Pounceau para comprobar su transferencia y 

tras lavar con TBS-T (NaCl - 0.138 M; KCl - 0.0027 M; TWEEN® 20 0.05%, pH 8.0) se bloquea la membrana en 

una solución de 5% de leche o de BSA, en el caso de la detección de proteínas fosforiladas. 

-Se incuba con el anticuerpo primario diluido en TBS-T durante 3h a temperatura ambiente o toda la noche a 

4ºC. 

-Se lava la membrana en TBS-T (3x5min.) y se incuba con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 

durante una hora a temperatura ambiente. 
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-Después de otra serie de lavados, se revela la membrana per quimioluminiscencia con el reactivo ECL PIERCE 

en el sistema de imagen VersaDoc™ MP 4000 (Bio-Rad). 

Anticuerpo Referencia Origen Peso molecular Casa comercial 

Acid Ceramidase (T-20) sc28486 goat 43/40/13 Santa Cruz Biotech. 

Akt1/2/3 (H-136) sc8312 rabbit 62/56/62 Santa Cruz Biotech. 

BCL-2 (N-19)-HRP sc492  26 Santa Cruz Biotech. 

BCL-XL (H-5) sc8392 mouse 30 Santa Cruz Biotech. 

BECN1 (H-300) sc11427 rabbit 60 Santa Cruz Biotech. 

BIM (H-191) sc 11425 rabbit 19/21/24 Santa Cruz Biotech. 

Citocromo c (H-104) sc7159 rabbit 15 Santa Cruz Biotech. 

ERK 1/2 (MK1) sc135900 mouse 44/42 Santa Cruz Biotech. 

pERK 1/2 (Thr202/Tyr204) sc16982 goat 44/42 Santa Cruz Biotech. 

MAP LC3β (H-50) sc28266 rabbit 15 Santa Cruz Biotech. 

MCL-1 (S-19) sc819 rabbit 40/30 Santa Cruz Biotech. 

p-BIM EL (Ser65) 36-004 Rabbit 24 Merck Millipore 

p-Akt1/2/3 (Ser 473)-R sc7985 rabbit 62/56/62 Santa Cruz Biotech. 

PARP-1 (H-250) sc7150 rabbit 116/89 Santa Cruz Biotech. 

UGCG Antibody 12869-1-AP Rabbit 50/55 Proteintech 

β-actina-HRP A3854 goat 42 Sigma -Aldrich 

Ratón IgG-HRP sc2055 goat  Santa Cruz Biotech. 

Conejo IgG-HRP sc2054 goat  Santa Cruz Biotech. 

 

6. Extracción de ARN 

Para la extracción de ARN, se homogenizó alrededor de 100mg de tejido o 5-10×10
6 

células en 1ml de TRIzol® 

(Invitrogen). Durante este procedimiento se trabaja con material esterilizado y libre de ARNasas y todas las 

centrifugaciones se realizan a 4 ºC.  

-Se añade 200µl de cloroformo por cada ml de TRIzol®, se mezcla por inversión. 

-Tras unos minutos de incubación se centrifuga 15 minutos a 12000xg. El homogenado se separa en 3 capas: 

capa acuosa superior, que contiene ARN, y en capas orgánica roja y de interfase inferiores, que contienen ADN y 

proteínas.  

-Se recupera la fase acuosa en un nuevo tubo y se añade el mismo volumen de isopropanol.  

-Se mezcla por inversión y se incuba 10 minutos. Posteriormente, para precipitar el ARN se centrifuga 10 

minutos a 12000xg.  

-Para eliminar impurezas, el ARN precipitado se resuspende en 1ml de etanol al 75% y se incuba a -20ºC al 

menos una hora.  

-Se vuelve a precipitar el ARN, se retira el sobrenadante y se deja secar el ARN precipitado para eliminar los 

rastros de etanol.  

-Finalmente se resuspende en 30-100µl de agua libre de ARNasa y se congela a -80ºC. 

7. RT y qPCR 

Debido a la inestabilidad del ARN, se retrotranscribe a cADN para su uso en aplicaciones posteriores. Para ello, 

se cuantifica el ARN utilizando el espectrofotómetro Nanodrop™ (Invitrogen) y se utilizan 1000ng de ARN 

diluidos en 15µl de agua siguiendo las instrucciones del kit de síntesis de cDNA iScript™ (Biorad). Se añade 1µl 



MATERIALES Y MÉTODOS 

61 
 

de la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV) y 4µl de supermix que contiene una 

mezcla de primers oligo(dT) y hexámeros aleatorios entre otros componentes necesarios para la reacción. La 

transcripción reversa se lleva a cabo en un termociclador siguiendo el siguiente protocolo: 5 minutos a 25ºC, 20 

minutos a 46ºC para la transcripción reversa y 1 minuto a 95ºC para la inhibición del enzima. El resultado de la 

reacción se disuelve en 100µl totales para obtener una concentración de 2.5µg de ARN por µl. 

Para el análisis de expresión génica, se realizaron PCR (polymerase chain reaction) cuantitativas mediante la 

sonda SYBR® Green que emite señal fluorescente en presencia de cadenas dobles de nucleótidos. Se utilizó la 

supermix iTaq Universal SYBR Green (Biorad) que contiene la polimerasa iTaq (con activación rápida mediada 

por anticuerpos), nucleótidos, el fluorocromo SYBR® Green, MgCl2 y estabilizadores. Por cada reacción, se 

pipetearon 10ng de cADN, mix de primers específicos para cada gen y el supermix iTaq Universal SYBR Green 

siguiendo el siguiente protocolo: 

 
 Concentración 

 inicial 
Concentración  

final 
Volumen por reacción (μl) 

96 pocillos           384 pocillos 

iTaq Universal SYBR Green 2X 1X 5 3 

Agua sin ARNasas 
  

0,4 0,64 

Mix de primers 5'+3' 5μM 300nM 0,6 0,36 

cADN 2,5μg/μl o 5μg/μl 10ng 4 2 

Volumen final 
  

10 μl 6 μl 

La señal fluorescente se detectó a tiempo real en sistemas de detección MyiQ™ Single Color Real Time (Biorad) 

para placas de 96 reacciones o CFX384 Touch System (Biorad) para placas de 384 reacciones. El programa 

utilizado fue el siguiente: 

1. Activación de la polimerasa: 95ºC, 5 minutos 
2. 40 ciclos de : Desnaturalización: 95ºC, 15 segundos 

  Annealing y extensión: 60ºC, 30 segundos 
3. Desnaturalización: 95ºC, 1 minutos 
4. Curva Melting: 81 ciclos de 10 segundos a 55ºC + 0,5ºC/ciclo 

El análisis se realizó mediante el método de comparativa Ct (ΔΔCt) para obtener la expresión génica relativa 

respecto a genes control (housekeeping: β-actina y 18S). Durante los tres estudios se utilizaron los siguientes 

primers: 

Especie Gen # Secuencia 5'→ 3' 

Ratón β-Actina NM_007393 
Fw. GACGGCCAGGTCATCACTAT 
Rv. CGGATGTCAACGTCACACTT 

Ratón 18S NR_003278.3 
Fw. CGC GGT TCT ATT TTG TTG GT 
Rv. AGT CGG CAT CGT TTA TGG TC 

Ratón AXL NM_009465.4 
Fw. TGAGCCAACCGTGGAAAGAG 
Rv. AGGCCACCTTATGCCGATCTA 

Ratón ADAM10 NM_007399.4 
Fw. AAGGGATATGCAATGGCTTC 
Rv. TTGCCCATTAATGCACACTT 

Ratón TACE NM_009615.6 
Fw. CTGGCAGATAACATCGTTGG 
Rv. GATGCGAACAGATGCTGAGT 

Ratón α-SMA NM_007392 
Fw. ATGGCTCTGGGCTCTGTA AG 
Rv. CCCATTCCAACCATTACTCC 

Ratón COL1A1 NM_007742 
Fw. GAGCGGAGAGTACTGGATCG 
Rv.GTTCGGGCTGATGTACCAGT 

Ratón MMP9 NM_013599 
Fw. CAAATTCTTCTGGCGTGTGA 
Rv. CGGTTGAAGCAAAGAAGGAG 

Ratón MPO NM_010824.2 
Fw. TGCTGAAGAACCTGGAGTTG 
Rv. AAACCGATCACCATCACGTA 

Ratón F4/80 NM_010130.4 
Fw. TTTCCTCGCCTGCTTCTTC 
Rv. CCCCGTCTCTGTATTCAACC 
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Ratón CCR2 NM_009915.2 
Fw. ATCCACGGCATACTATCAACATC 
Rv. CAAGGCTCACCATCATCGTAG 

Ratón IL-6 NM_031168 
Fw. CCGGAGAGGAGACTTCACAG 
Rv. CAGAATTGCCATTGCACAAC 

Ratón MCP-1 NM_011333 
Fw. CAAGAAGGAATGGGTCCAGA 
Rv. GCTGAAGACCTTAGGGCAGA 

Ratón IL-1β NM_008361 
Fw. TCAGGCAGGCAGTATCACTC 
Rv. CATGAGTCACAGAGGATGGG 

Ratón TNF NM_013693 
Fw. CTGAACTTCGGGGTGATCGGT 
Rv. ACGTGGGCTACAGGCTTGTCA 

Humano β-Actina NM_001101 
Fw. GGACTTCGAGCAAGAGATGG 
Rv. AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 

Humano RPII NM_000937.4 
Fw. GACACAGGACCACTCATGAAGT 
Rv. TCTTGTACTGGCGTGGATTC 

Humano 18S NM_022551.2 
Fw. CCGAAGATATGCTCATGTGG 
Rv. GTGCGGCTGCTTCCATAAG 

Humano CDasa NM_004315 
Fw. CTACCCAAGTCTCAGCGCGCTT 
Rv. GCACCTCTGTACGTTGGTCCTGAA 

Humano GCS NM_003358 
Fw. GCCTTGGAGGGAATGGCCGTC 
Rv. GAGAGACACCTGGGAGCTTGCTA 

Humano ASMasa NM_181746 
Fw. GTCTCCGCCTCATCTCTCTC 
Rv. GCACTTTGTCTCCTCGATCC 

Humano CERS2 NM_181746 
Fw. ACCCGAGCAGACGGAGTACACGG 
Rv. ACCCGAGCAGACGGAGTACACGG 

Humano SPT NM_006415 
Fw. CGTGGGGACTTGTGGACCCA 
Rv. AGCACTGGCTATGGTGGCAAATCC 

Humano SK NM_021972 
Fw. GGGCGCTCCAGTCCCTCAGA 
Rv. GTCGGTCCGGTTTGCTGGGG 

Humano BCL-2 NM_000633.2 
Fw. GGAGGATTGTGGCCTTCTTT 
Rv. GCCGTACAGTTCCACAAAGG 

Humano BCL-B NM_020396.3 
Fw. GCTGGGATGGCTTTTGTCA 
Rv. GCCTGGACCAGCTGTTTTCTC 

Humano BCL-W NM_004050.4 
Fw. ACCCCAGGCTCAGCCCAACA 
Rv. CAGCACACAGTGCAGCCCCA 

Humano BCL-XL NM_138578.2 
Fw. GGATGGCCACTTACCTGA 
Rv. CGGTTGAAGCGTTCCTG 

Humano BFL-1 NM_004049.3 
Fw. TTACAGGCTGGCTCAGGACT 
Rv. AGCACTCTGGACGTTTTGCT 

Humano MCL-1 NM_021960.4 
Fw. ATGCTTCGGAAACTGGACAT 
Rv. TCCTGATGCCACCTTCTAGG 

Humano BIM NM_138621.4 
Fw. TGGCAAAGCAACCTTCTGATG 
Rv. GCAGGCTGCAATTGTCTACCT 

Humano NOXA NM_021127.2 
Fw. TGGAAGTCGAGTGTGCTACTCAA 
Rv. CAGAAGAGTTTGGATATCAGATTCAGA 

Humano PUMA NM_001127240.2 
Fw. GCATGCCTGCCTCACCTT 
Rv. TCACACGTCGCTCTCTCTAAACC 

Humano MCP1 NM_002982 
Fw. TCAAACTGAAGCTCGCACTC 
Rv. ATTGATTGCATCTGGCTGAG 

Humano COL1A1 NM_000088 
Fw. CCTGGATGCCATCAAAGTCT 
Rv. ACCAGACATGCCTCTTGTCC 

Humano α-SMA NM_001613 
Fw. CCGACCGAATGCAGAAGG 
Rv. ACAGAGTATTTGCGCTCCGGA 

8. Transfección siARN y vectores de expresión  

Para analizar los efectos del silenciamiento de genes se usaron ARN de interferencia (siARN) que se 

transfectaron de manera transitoria. La lipofectamina es un lípido catiónico que interacciona con los ácidos 

nucleicos formando complejos y facilitando la entrada al citoplasma. 

En placa de 24 pocillos se siembran alrededor de 9x10
4 

células Hep3B o 10x10
4
 células HepG2 para tener una 

confluencia del 70%. Por pocillo de 24, se preparan 50µl de Opti-MEM™, un medio específico para 

transfecciones lipídicas, y la lipofectamina, cuyo volumen varía para cada tipo celular según su toxicidad y su 

eficacia de transfección (1µl para las Hep3B y PLC; y 1.5µl para las HepG2). En otro tubo, se prepara por pocillo 

50µl de Opti-MEM y 20pmols de siARN específico y se mezclan suavemente. Esta solución de incorpora a la de 

lipofectamina y se incuba a temperatura 20 minutos a temperatura ambiente. Se añaden estos 100µl al pocillo y a 
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las 6 horas se cambia el medio del pocillo. El silenciamiento óptimo se obtiene a las 48-72horas y se comprueba 

mediante qPCR o western blot. 

siARN Referencia Casa comercial 

siBcl2 sc29214 Santa Cruz Biotech. 

siMcl1 sc35877 Santa Cruz Biotech. 

siBcl-XL sc43630 Santa Cruz Biotech. 

siGCS sc45404 Santa Cruz Biotech. 

siACD sc105032 Santa Cruz Biotech. 

El mismo protocolo se usa para la transfección del vector de DNA LC3-GFP, para expresar LC3 conjugado a 

GFP, y vectores de expresión de GCS, para sobreexpresar la proteína. 

9. Ensayo de cierre de herida (wound healing assay) 

Este ensayo permite valorar la capacidad migratoria de las células en diferentes condiciones. Se sembraron 

células LX2 en placas de 6 pocillos para obtener una confluencia del 90%. Con una punta estéril de micropipeta 

de 200µl se realiza una cicatriz en la monocapa celular. Se realizan fotografías del mismo campo en un 

microscopio invertido a tiempo 0 y tras 24 horas de tratamiento con BGB324 o anticuerpo activador de AXL 

(AF154, R&D). Las fotografías se analizan mediante el sofware ImageJ y se calcula la longitud de la cicatriz y el 

porcentaje de cierre de la cicatriz respecto al control. 

10. Análisis del potencial de membrana mitocondrial con JC-1 

JC-1 es una sonda catiónica que se acumula en la mitocondria dependiendo del potencial de membrana. En 

condiciones normales, predominan los agregados de JC-1 que emiten fluorescencia roja (em. 535nm, ex. 590nm) 

sobre los monómeros que emiten fluorescencia verde (em. 485nm, ex. 530nm). La despolarización de la 

membrana reduce el ratio agregados/monómeros aumentando la fluorescencia verde. 

Para determinar el cambio en el potencial de membrana, 5x10
5
 células Hep3B en placa de 6 pocillos fueron 

tratadas y posteriormente se tiñeron con JC-1, a una concentración final de 5µg/ml, durante 15 minutos a 37ºC. 

Después, las células se lavaron con PBS y se procedió a la lectura de las dos fluorescencias en un lector de 

fluorescencia. Se calcularon los resultados mediante un ratio de agregados (rojo)/monómeros (verde) relativo a la 

muestra control. 

11. Determinación de los niveles de ROS 

Para determinar la producción de ROS, se cultuivaron 5x10
5
 células Hep3B en placa de 6 pocillos. Tras el 

tratamiento, se incubaron las células con 10µM de diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) en 

medio DMEM sin fenol durante 30 minutos a 37ºC. En presencia de peróxido de hidrogeno, el H2DCFDA se oxida 

a 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), emitiendo fluorescencia. Después de los 30min., las células se lavaron con 

PBS y se leyó la fluorescencia a una excitación de 485nm y una emisión de 520nm. Los resultados se expresan 

en porcentajes relativos al control. 

12. Ensayo de actividad caspasa 3 

Este ensayo se basa en la detección de la ruptura del substrato DEVD-AFC (7 amino-4-trifluorometil coumarin) 

por parte de la caspasa 3 liberando AFC que emite fluorescencia amarilla-verde (ex. 400nm, em. 505nm). 
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Para este ensayo, es necesario un buffer de lisis (50mM Hepes, 5mM CHAPS, 5mM DTT, pH 7.4) y un buffer de 

ensayo ( 20mM Hepes, 0.1% CHAPS, 2mM EDTA, 5% sucrose, 5mM DTT). 

- Las células en pocillos de 6 se lavan con PBS y se lisan en 100µl buffer de lisis. 

- Se recoge el homogenado con ayuda de un rascador y se centrifuga 5 min a 10000xg. 

- Se recupera el sobrenadante, que puede congelarse, y se prepara una alícuota para cuantificar proteína 

mediante el método Bradford. 

- En una placa de 96 pocillos negra, se preparan 50µg de proteína en un volumen de 50µl y se añade 150µl de 

buffer de lisis con el substrato DEVD-AFC a una concentración final de 50 µM.  

- Se realiza una lectura cinética en el fluorímetro con una excitación de 400nm y emisión a 505nm cada 15 

minutos a 37ºC. La actividad de caspasa 3 se determina mediante el incremento de fluorescencia respecto al 

tiempo y los resultados se expresan respecto al control. 

13. Cuantificación de mitocondrias 

Para determinar cambios inducidos por los tratamientos en la cantidad de mitocondrias en las células de 

hepatoma, analizamos el ratio entre ADN mitocondrial (ADNmt) y el ADN nuclear. 

Las células en placas de 12 pocillos se lavan con PBS estéril y se lisan en 100µl de la solución de Quick Extract 

para extraer el ADN total. Se recupera el lisado en un microtubo y se vortea durante 30 segundos. Se incuba 6 

minutos a 65ºC, se vortea y se incuba a 98ºC otros 2 minutos. Finalmente se vortea y centrifuga a 14000xg 2 

minutos y se recupera el sobrenadante que contiene el ADN.  

Este ADN se diluye 5 veces para realizar una PCR cuantitativa con SYBR Green con primers específicos de β2 

microglobulina como ADN nuclear y de un fragmento del arco menor del genoma mitocondrial. Cambios en el 

contenido de ADNmt respecto al ADNn indicarían cambios en el número de mitocondrias en la célula. 

 GenBank Primers 5'→ 3' 

mtMinArc ADNmt NC_012920 
Fw CTAAATAGCCCACACGTTCCC 

Rv AGAGCTCCCGTGAGTGGTTA 

β2M NT_010194.17 
Fw GCTGGGTAGCTCTAAACAATGTATTCA 

Rv CCATGTACTAACAAATGTCTAAAATGGT 

14. Hoechst 

Hoechst 33258 es un colorante fluorescente que se une al ADN y se excita con luz ultravioleta marcando el 

núcleo celular. Este producto puede usarse en células y tejidos fijados o vivos y permite detectar fragmentación y 

condensación nuclear en caso de apoptosis. 

Se sembraron 5x10
4
 células Hep3B en placas de 12 pocillos y tras 6 horas de tratamiento se tiñeron las células 

diluyendo 1/1000 un stock de Hoechst de 10 mg/ml y obteniendo una concentración final de 10 µg/ml. Se incuba 

30 minutos en el incubador a 37ºC y se lavan las células dos veces con medio. La placa se observa en un 

microscopio invertido de fluorescencia y se obtienen 12 fotos por condición. Para analizar las imágenes se 

cuentan los núcleos condensados obteniendo un porcentaje de células con condensación nuclear. 

15. Ensayo de actividad del complejo I, GAPDH y cuantificación de ATP 

Para determinar la actividad del complejo I de la cadena respiratoria se utilizó el kit comercial Complex I Enzyme 

Activity Dipstick Assay Kit (Abcam) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este kit se basa en tiras de 

absorción con anticuerpos monoclonales contra el complejo I que retienen el complejo de las muestras. La tira se 
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incuba en un buffer con NADH que es oxidado por el complejo induciendo la reducción del NBT (nitrotetrazolium 

blue) que forma un precipitado azul en la tira reactiva. En este ensayó se cargaron 20µg de proteína por muestra 

y tras la reacción se fotografiaron las tiras para poder cuantificarlas mediante el programa ImageJ. 

Por otro lado, la actividad intracelular de GAPDH se analizó mediante el kit comercial GAPDH Activity Assay 

(BioVision). Brevemente, los lisados celulares se incuban con los reactivos proporcionados para convertir el 

substrato GAP en 1,3-bisfosfoglicerato que reaccionará para generar un producto con color. Las muestras se 

leen a diferentes tiempos en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 450nm. Los resultados se expresan 

en unidades de GAPDH por ml y minuto. 

Por último, los cambios en el ratio ADP/ATP sirven para analizar la muerte y la viabilidad celular. Un incremento 

de ATP y disminución de ADP corresponde a células en proliferación mientras que bajos niveles de ATP indican 

apoptosis o necrosis. El ATP de las muestras reacciona con el substrato D-luciferina en presencia de luciferasa 

produciendo bioluminiscencia. A continuación el ADP de las muestras se convierten en ATP y vuelven a 

reaccionar generando otro pico de luz que representa la concentración total de ADP y ATP. El contenido celular 

de ATP se analizó con el kit ADP/ATP Ratio Assay (Sigma) según las instrucciones en placas de 96 pocillos 

sembradas con Hep3B. Tras añadir 90µl del reactivo ATP, se agitó la placa brevemente y se detectó la 

bioluminiscecia obteniendo fotografías con ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Después 

de 10 minutos, se añadió el reactivo ADP y se volvió a detectar la bioluminiscencia. El ratio ADP/ATP se obtiene 

dividiendo la lectura de ADP (diferencia entre las dos lecturas) entre la primera lectura, correspondiente al ATP. 

16. Array génico 

Se utilizaron placas prediseñadas de 384 pocillos con un panel de primers específicos de genes relacionados 

con fibrosis, para el análisis de hígados fibróticos de ratón, y con cáncer hepático para las muestras de tumores 

subcutáneos (PrimePCR Pathways, Biorad). Se preparó la muestra de cDNA (concentración final de 10ng por 

pocillo) y la mix iTaq Universal SYBR Green (Biorad) y se pipeteó 10μl por pocillo. La placa se analizó como se 

ha descrito anteriormente y los resultados fueron normalizado con siguientes housekeeping: β-actina y TBP. 

También se utilizó un panel de muestras humanas (TissueScan™ Liver Cancer cDNA Array I, Origene) para 

cuantificar la expresión relativa de GCS en muestras de tumores de CHC. Este array contiene 8 muestras 

normales, 13 muestras de patologías hepáticas y 26 muestras de CHC (7 en estadio I, 8-II, 8-IIIA, 3-IV). 

17. Modelos animales 

Todos los procedimientos animales fueron aprobados por el comité ético de experimentación de la Universidad 

de Barcelona. Los animales fueron estabulados con libre disposición de agua y comida, temperatura controlada y 

con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.  

17.1. Modelos de EHNA 

Para la generación de los modelos de EHNA, ratones C57BL/6J machos (8 semanas de edad) fueron 

alimentados durante 6 semanas con dieta MCD (Open source diets #A02082002B) o con dieta control (Open 

source diets D12450J; 10% kcal procedente de grasa). Estos ratones fueron separados al azar para ser tratados 

oralmente durante las dos últimas semanas con BGB324 100mg/kg o con vehículo (0.5% hidroxipropil 

metilcelulosa (Sigma-Aldrich) en solución salina). 

En el modelo HFD, los ratones fueron alimentados con la dieta rica en grasas (60%) deficiente en colina y con un 

contenido de metionina de 0.1% (Open Source diets #A06071302) durante 8 semanas y tratados con BGB324 o 

vehículo las dos últimas semanas. 
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Animales deficientes en AXL(Jackson Laboratories, cepa #005777), en MERTK (cedidos por el laboratorio del Dr. 

Lemke) y animales controles de las mismas camadas también recibieron la dieta HFD durante 8 semanas. 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital (50 mg/kg), se extrajo sangre de la vena cava sacrificando el 

animal por exanguinación. El hígado fue extraído y pesado y se recogieron muestras para su posterior análisis. 

17.2. Modelos de CHC 

Para los modelos subcutáneos de CHC, se utilizaron ratones machos inmunodeprimidos Swiss nude de unas 6 

semanas en condiciones libres de patógenos específicos. Células HepG2 cells (5×10
6
) o BCLC9 (2.5×10

6
) se 

inyectaron en medio DMEM sin FBS en los dos costados de los animales. Una vez alcanzado el volumen de 

100mm
3
 los animales fueron distribuidos aleatoriamente en grupos para el tratamiento diario durante alrededor 

de 20 días. El sorafenib se ha administrado oralmente en una emulsión de etanol, cremofor y suero fisiológico 

(1:1:6) a una concentración de 80mg/kg. El Navitoclax también se administra oralmente a una concentración de 

100mg/kg mientras que el PDMP se administra vía intraperitoneal a 60 mg/kg en una solución salina con 5% de 

Tween80. Los tumores se midieron cada 2 días con un pie de rey y el volumen se calculó con la siguiente 

fórmula:  

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 (𝑚𝑚3) = 0.5 × 𝐿 × 𝑊2 ; siendo L el diámetro mayor y W el menor 

Al final del procedimiento, los animales fueron anestesiados con pentobarbital y posteriormente sacrificados por 

exanguinación. Se obtuvo sangre de la vena cava, muestras de hígado y muestra de tumores para su posterior 

análisis.  

18. Determinaciones bioquímicas 

La cuantificación en el suero de los animales de los enzimas aspartato y alanina aminotransferasa (AST, ALT), 

marcadores indirectos de lesiones hepáticas, y de colesterol y triglicéridos en homogenado hepático se realizó en 

el laboratorio CORE del Centro de Diagnóstico Biomédico del Hospital Clínic de Barcelona. 

19. Histologías  

19.1. Inclusión en parafina 

Tras su extracción, los tejidos fueron incubados en formalina tamponada neutra durante 24 horas en caso de 

muestras hepáticas o 48 horas en caso de tumores. A posterior, los tejidos fueron conservados en alcohol 70% 

hasta su inclusión.  

La inclusión se realiza en un procesador automático (Shanon citadel 1000) siguiendo el siguiente programa: 

Paso Tiempo Solución 

1 1:30h H2O I 

2 1:30h H2O II 

3 1h EtOH 70 I 

4 1h (Variable) EtOH 70 II 

5 1h EtOH 96 I 

6 1h EtOH 96 II 

7 1h EtOH 100 I 

8 1h EtOH 100 II 

9 1h Xilol I 
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10 1h Xilol II 

11 2h Parafina I 

12 2h Parafina II 

Tras la inclusión, se montan los bloques de parafina y se cortan las muestras con un grosor de 7μm o 5μm (para 

las tinciones inmunohistoquímicas) en el micrótomo (Leica RM2155).  

Antes de realizar las tinciones, se desparafina y rehidratan las muestras siguiendo el siguiente protocolo: 

-Introducir los portaobjetos 10 minutos en la estufa  a 80ºC 

-10 minutos en xilol 

-10 minutos en xilol 

-5 minutos en etanol absoluto 

-3 minutos en etanol 90% 

-3 minutos en etanol 70% 

-3 minutos en etanol 30% 

-5 minutos de agua destilada 

19.2. Tinción HE 

La tinción hematoxilina-eosina permite observar la morfología del tejido tiñendo los componentes basófilos de 

azul como los núcleos y las estructuras acidófilas de color rosa como el citoplasma.  

-Las muestras rehidratas se tiñen con hematoxilina de Harris filtrada durante 4 minutos.  

-Se lavan en agua corriente y posteriormente en una solución 4% de HCl en etanol y en una solución de agua 

amoniacal (4 gotas de amoníaco 25% en 200ml de agua). 

-Se vuelven a lavar en agua corriente 2 minutos y se tiñen con eosina durante 2 minutos. 

-Se deshidratan las muestras (1 minuto en cada etanol, pasando del etanol de 70% al absoluto y 5 minutos en 

xilol) y montan con el medio DPX para su observación en el microscopio óptico. 

19.3. Tinción sirius red 

La tinción sirius red permite detectar fibras de colágeno tiñéndolas de rojo. 

-Las muestras rehidratas se tiñen con una solución 0.1% de sirius red (Direct Red 80) en una solución de ácido 

pícrico (1.3%) durante 1 hora. 

-Se lavan en agua acidificada 1% (2 ml de ácido acético glacial en 200 ml de agua destilada). 

-Se deshidratan rápidamente las muestras (30 segundos en etanol de 70% y absoluto y 10 minutos en xilol) y 

montan con el medio DPX para su observación en el microscopio óptico. 

Para el análisis de las tinciones, se cuantificaron seis fotografías por animal midiendo los % de áreas rojas 

mediante el programa ImageJ. 

19.4. Inmunohistoquímicas 

La inmuhistoquímica (IHQ) permite detectar antígenos específicos en muestras histológicas mediante 

anticuerpos primarios que se unen a la proteína de interés y anticuerpos secundarios marcados con biotina. La 

gran afinidad entre la biotina y avidina, conjugada al enzima HRP (Horse Radish Peroxidase) permite formar 

complejos que reaccionarán con el substrato tetrahidrocloruro de 3,3' diaminobencidina (DAB), generando un 

producto marrón permanente en el tejido. 
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- El proceso de fijación con formalina produce puentes aldehídos que impiden la unión del anticuerpo primario, 

por ello hay desenmascarar antígeno de las muestras desparafinadas con una solución de citrato 10mM pH6 

durante 15 min a 100ºC en el autoclave. 

- Se bloquea la peroxidasa endógena en una solución de 3% de H2O2 en metanol 20 minutos y se lavan tres 

veces (5min.) las preparaciones con PBS. 

- Se bloquean posibles uniones inespecíficas con suero 10 minutos y se incuban las muestras con el anticuerpo 

primario a 4ºC (diluido en Dako Antibody Diluent with Background Reducing) durante toda la noche en una 

cámara húmeda. 

- Se lavan las muestras en PBS (3x5min.) y se incuban con el anticuerpo secundario biotinilado una hora. 

- Tras otra serie de lavados, se añade el complejo avidina-HRP (ABC kit Standard, Vector Laboratories) durante 

30 minutos. 

- Se revelan las muestras con DAB en tampón peróxido hasta obtener señal, se lava con agua corriente y se tiñe 

con hematoxilina DAKO para obtener contraste (10 segundos). 

- Tras lavar rápidamente con agua corriente, se montan con el medio acuoso (Aquatex) para su observación en 

el microscopio óptico. 

19.5. Immunofluorescencia: 

Parecida a la IHQ, la immunofluorescencia se basa en anticuerpos secundarios fluorescentes que permiten la 

detección de proteínas en microscopios de fluorescencia.  

- Se desparafina los cortes y desenmascara el antígeno como se ha descrito anteriormente. 

- Se bloquean uniones inespecíficas con el diluyente Dako Antibody Diluent with Background Reducing y se 

incuban los anticuerpos primarios a 4ºC toda la noche. 

- Se lavan las preparaciones con PBS y se incuba a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario 

fluorescente 45 minutos. 

- Se vuelven a lavar las muestras con PBS y se montan con el medio ProLong™ Gold Antifade Mountant 

(Invitrogen) para su observación en microscopio de fluorescencia. 

Anticuerpo Dilución Referencia Casa comercial 

PCNA 1/100 sc-56 Santa Cruz Biotech. 

CD34 1/100 sc-18917 Santa Cruz Biotech. 

F4/80 1/50 sc-18917 Santa Cruz Biotech. 

α-SMA 1/1000 M0851 DAKO 

AXL 1/500 C89E7 CellSignaling 

anti-ratón IgG-Biotilinizado 1/200 sc-2039 Santa Cruz Biotech. 

anti-conejo IgG- Biotilinizado 1/200 sc-2040 Santa Cruz Biotech. 

anti-rata IgG- Biotilinizado 1/200 sc-2065 Santa Cruz Biotech. 

anti- ratón Alexa 555 1/300 A-31570 ThermoFisher 

anti- conejo Alexa 488 1/300 A-21206 ThermoFisher 

anti- rata Alexa 594 1/300 A-21209 ThermoFisher 

19.6. Tunnel 

La tinción Tunnel se basa en la detección de rupturas en la cadena de ADN que ocurre durante la apoptosis. 

Siguiendo las instrucciones del kit In Situ Cell Death Detection (Roche) los tejidos histológicos se desparafinan y 

se permeabilizaron en una solución recién hecha de 0.1% Tritón X-100 0.1% citrato de sodio. Tras un par de 

lavados en PBS de 5 minutos se incuba 1 hora a 37ºC con el enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) 
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que incorpora nucleótidos marcados con fluoresceína en las terminaciones 3’-OH del ADN. Se incuban las 

preparaciones con Hoechst para marcar los núcleos celulares y se montan con medio de montaje fluorescente 

para su observación en microscopio de fluorescencia. 

20. Cuantificación de hidroxiprolina 

La hidroxiprolina y la hidroxilisina son los principales aminoácidos del colágeno. La cuantificación de 

hidroxiprolina es un método que permite cuantificar de manera indirecta el contenido de colágeno en tejidos. 

Mediante una hidrólisis ácida se libera la hidroxiprolina que reaccionará con diferentes reactivos para generar un 

cromóforo.  

- Entre 20 y 50mg de hígado se homogeniza en HCl 6N en una proporción 1:10 y se introducen en criotubos en 

el autoclave a 121ºC durante 20 minutos. 

- El resultado de la hidrólisis se pasa a un microtubo y se centrifuga 10minutos a 11000xg.  

- 50μl de la muestra y de muestras estándar de hidroxiprolina (de 0 a 10μg/μl preparados en HCl) se mezclan 

con 450μl de solución cloramina-T y después de un vórtex suave se incuban a temperatura ambiente 25 minutos. 

Se producirá la oxidación de la hidroxiprolina y se formará un compuesto pirrol. 

- Se añaden 500μl del reactivo Ehrlich aldehído preparado en fresco y se incuba a 65ºC 20 minutos para 

favorecer el desarrollo del cromóforo.  

- Se pipetean 150μl de cada reacción en una placa de 96 pocillos para la lectura de absorbancia en el 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 550nm.  

Preparación de los reactivos: 

Solución Cloramina-T:   

-1.27 g Cloramina T  

-20 mL 2-Propanol al 50% 

- 80 mL tampón acetato-citrato pH 6.5 (120g de trihidrato de acetato sodio, 46g de ácido cítrico 12ml de ácido 

acético y 334g de NAOH en 1L de agua destilada). 

Reactivo Ehrlich aldehído: 

-15 g 4-Dimetilaminobenzaldehído 

-66 mL 2-Propanol al 50% 

-33ml de ácido perclórico al 70% 

21. Ensayos ELISAs 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica cuantitativa basada en la detección de proteínas 

mediante anticuerpos específicos. En este inmunoensayo de tipo sándwich se utiliza un anticuerpo unido a una 

superficie para anclar los antígenos y otro para amplificar y emitir la señal.  

Para la detección de AXL, MERTK y GAS6 (humano y murino) se utilizaron los kits de ELISA DuoSet de R&D 

Systems. Para la detección de IL1-β y MCP1 se usaron kits de Peprotech. En ambos casos se siguieron las 

recomendaciones de las casas comerciales y, en resumen, se ejecutó el siguiente protocolo: 

- Se cubre con anticuerpos específicos de captura una placa de 96 pocillos y se incuba toda la noche a 

temperatura ambiente para su inmovilización. 

- Se lavan los pocillos 3 veces (300μl) con buffer de lavado (PBS con 0.05% Tween20). 

- Se bloquean las uniones inespecíficas con una solución 1% de BSA durante 1 hora. 

- Tras otra serie de lavados se incuba las muestras 2 horas. 

- Se vuelven a lavar los pocillos y se añade el anticuerpo de detección, conjugado a biotina durante 2 horas.  
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- Se añade el enzima HRP conjugado a estreptavidina que se unirá a la biotina, se incuba 20 minutos y 

finalmente se lavan los pocillos para añadir el substrato (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina o TMB) que induce una 

coloración amarillenta. 

- Tras 20 minutos se para la reacción con una solución 2N de ácido sulfúrico obteniendo una coloración azul. 

- La lectura de la placa se obtiene en el espectrofotómetro a una absorbancia de 450nm y a 540 para corregir. 

Los resultados se extrapolan según una recta patrón. 

22. Muestras humanas 

Todos los pacientes fueron informados y dieron su consentimiento de acuerdo con la declaración de Helsinki y 

los procedimientos fueron aprobados por el comité ético del Hospital Clínico de Barcelona. 

En el estudio de EHNA, se analizaron muestras de suero para determinar los niveles de proteínas solubles de 12 

individuos controles (8 hombres y 4 mujeres de 51.7±10.4 de edad) y 39 individuos con EHNA. El grupo de 

EHNA está formado 12 individuos (9 hombres y 3 mujeres) sin fibrosis pero con esteatosis (F0), otros 12 

presentaban fibrosis en estadio F1-F3 (10 hombres y 2 mujeres) y 15 cirróticos (8 hombres y 7 mujeres). Por otro 

lado, se analizaron cortes histológicos de hígado de pacientes sanos o pacientes con cirrosis con EHNA sin 

CHC. Estas muestras fueron obtenidas en el biobanco del Hospital Clínic y en la siguiente tabla se detallan los 

parámetros biomédicos de los pacientes. 

 

Esteatosis 

F0 

m(9) – f(3) 

Fibrosis 

F1-F3 

m(10) – f(2) 

Cirrosis 

F4 

m(8) – f(7) 

Valores controles 

m(8) – f(4) 

Edad 57.0±3.25 60.7±2.0 63.5±1.5 51.7±10.4 

Bilirrubina (mg/dl) 0.62±0.06 0.74±0.07 3.19±1.50 0.2 – 1.0 

Albumina (g/l) 44.5±0.6 44.1±0.7 37.3±1.8*# 35 - 50 

Quick (%) 94.9±2.0 90.8±2.6 73.2±4.0*# 70 -100 

Creatinina (mg/dl) 0.9±0.1 0.9±0.1 0.8±0.1 0.6 – 1.2 

AST (U/l) 49.6±13.1 40.6±5.2 64.3±9.2# 10 - 40 

ALT (U/l) 80.0±25.6 58.0±9.4 55.2±8.6 10 - 35 

GGT (U/l) 97.3±36.6 131.4±34.2 168.0±37.1 5 - 40 

Plaquetas (x10
3
/mm

3
) 218±20 202±15* 130±23*# 125 - 400 

Leucocitos (x10
3
/mm

3
) 8.2±0.9 6.7±0.4 5.6±0.8 3.5 – 11.0 

Para el estudio de la expresión de las proteínas de la familia Bcl-2, se utilizaron muestras pareadas de tumores y 

tejido adyacente no tumoral de 12 pacientes con CHC del Hospital Clínic. También se analizaron 10 muestras de 

hígados sanos de pacientes con cáncer colorrectal sometidos a cirugía. 

23. Estadística 
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En los experimentos in vitro, los resultados se expresan como media ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los datos de los experimentos in vivo y muestras humanas se expresan como media ± error 

estándar.  Para el análisis estadístico, los datos se introdujeron en el programa GraphPad Prism y se analizó 

mediante el test T de Student bilateral o mediante una ANOVA de un factor seguido de un test comparativo 

Newman-Keuls. Un p-valor menor de 0.05 se considera significativo. 
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Los resultados obtenidos durante esta tesis se presentan mediante dos publicaciones, uno de primera autora y 

otro de segunda, y un tercer artículo en preparación. 
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Resultados 1: La inhibición de AXL reduce la progresión de la esteatohepatitis no 

alcohólica en modelos animales. 

Tutusaus, A.; de Gregorio, E.; Cucarull, B.; Cristóbal, H.; Aresté, C.; Graupera, I.; Coll, M.; Gausdal, G.; Lorens, 

J.; García de Frutos, P.; Morales, A.; Mari, M. AXL targeting abrogates experimental non-alcoholics 

steatohepatitis (NASH) progression.  

Para demostrar la función de AXL en la activación de las CEH, se analizó el efecto de la activación de este 

receptor en las células LX2, línea celular de CEH. Ya sea mediante la estimulación con GAS6 o mediante un 

anticuerpo activador, la activación de AXL induce la expresión de genes profibrogénicos como α-SMA o Col1A1 

así como la secreción de MCP1 que en ambos casos es reducida por el inhibidor de AXL, BGB324 

(Bemcentinib). Se demuestra también que el inhibidor bloquea la fosforilación de AKT y reduce la migración 

derivada de la activación de AXL en las células LX2. 

Para evaluar la participación del eje GAS6/AXL en fibrosis derivada de EHNA, ratones C57BL/6 fueron 

alimentados con una dieta rica en grasas, deficiente en colina y con un contenido de metionina de 0.1% (HFD) 

durante 6 semanas y fueron tratados oralmente con el inhibidor BGB324 durante las dos últimas semanas. Esta 

dieta reproduce las características hepáticas de la enfermedad como esteatosis, inflamación y fibrosis hepática. 

En este modelo, se observa una menor tinción del colágeno y una disminución en la cuantificación de la 

hidroxiprolina, principal aminoácido del colágeno, en los animales tratados con BGB324. A nivel de expresión 

génica, genes fibrogénicos, como la MMP9, COL1A1 y α-SMA están disminuidos por el tratamiento con BGB324. 

Además, respecto a los animales HFD vehículo se observa una reducción de las células positivas para α-SMA, 

es decir CEH activadas. Además, este inhibidor reduce considerablemente la inflamación inducida por la dieta 

HFD. La expresión de citoquinas y quimioquinas inflamatorias disminuye con el tratamiento con BGB324 y se 

observa una menor la infiltración de células inflamatorias F4/80 y una menor actividad de los neutrófilos.  

Con la intención de analizar con más profundidad la fibrosis, inducida por la dieta HFD, se realizó un array de 

expresión génica específico de procesos fibrogénicos. Entre los genes más aumentados por la dieta y 

disminuidos por BGB324, destacan los relacionados con la activación de las CEH y la síntesis y degradación de 

matriz extracelular, así como factores de crecimiento, colágeno e integrinas, metaloproteinasas, inhibidores de 

metaloproteinasa y genes inflamatorios.  

Resultados similares se observan con la dieta MCD, un modelo clásico de EHNA. Por lo tanto, la inhibición de 

AXL atenúa la fibrosis hepática y la inflamación en modelos experimentales de EHNA disminuyendo la activación 

de las CEH y reduciendo la expresión de citoquinas y quimioquinas. 

En suero, los animales con ENHA ya sea por la dieta MCD o HFD, presentan niveles elevados de GAS6 y de 

AXL y MERTK solubles respecto a los animales control. Curiosamente, la simple administración de BGB324 

induce un aumento de GAS6 en suero. Del mismo modo, en muestras de pacientes cirróticos con EHNA, se 

observa de suero un incremento de las tres proteínas. Sin embargo, sólo los niveles de AXL están elevados en 

estadios iniciales y aumentan progresivamente con el desarrollo de la enfermedad. Por lo que AXL destaca como 

marcador no invasivo no sólo de cirrosis pero también de estadios previos de la enfermedad. 

Para estudiar este aumento de AXL, nos centramos en dos metaloproteinasas, ADAM10 y ADAM17 (TACE), 

principales responsables de la escisión del receptor según la literatura. En nuestro modelo de EHNA, tanto AXL 

como ADAM10 se encuentran sobreexpresadas en hígado respecto a los ratones control, mientras que la 

expresión de ADAM17 no varía. Para validar el papel de ADAM10 en la regulación de AXL tratamos in vitro una 

línea celular de CEH (LX2), de hepatoma (PLC/PRF/5) y de macrófagos (RAW264.7) con un inhibidor de esta 
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metaloproteinasa (GI254023X). En todos los tipos celulares, se observa una disminución significativa de los 

niveles de AXL liberados al medio pero es especialmente evidente en la línea de CEH, por la mayor expresión de 

AXL. 

Ambos receptores de GAS6, AXL o MERTK, han sido relacionados con la fibrosis hepática (170), por ello, para 

determinar el papel de cada uno en la progresión de la EHNA, se reprodujo el modelo HFD en ratones 

deficientes en MERTK y en ratones deficientes en AXL. Los animales deficientes en MERTK presentan un mayor 

grado de fibrosis así como una inflamación agravada. Por otro lado, en los animales deficientes en AXL no se 

observan diferencias significativas en la cuantificación de las tinciones de colágeno aunque la expresión de 

genes inflamatorios y profibrogénicos tiende a disminuir. Por lo tanto, la ausencia total de AXL resulta menos 

efectiva que la inhibición farmacológica mediante BGB324. 

La presencia de AXL también se analizó en  muestras histológicas de hígados de pacientes cirróticos con EHNA 

mediante tinciones inmunohistoquímicas. Los hígados cirróticos presentan un mayor número de células AXL 

positivas que coincide con células no parenquimales. Para determinar qué tipo celular expresa AXL, se llevaron a 

cabo tinciones de inmunofluorescencia en estas muestras humanas de EHNA. Estas tinciones muestran que en 

pacientes cirróticos AXL colocaliza con α-SMA y con F4/80. Por lo tanto, AXL es expresado por las células 

estrelladas hepáticas pero también en macrófagos o células de Kuffper, corroborando una función importante en 

fibrosis e inflamación hepática. 
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INTRODUCTION 

Patients with Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), despite being mostly asymptomatic, suffer increased 

cardiovascular and mortality risk. Among them, individuals with NASH, an increasing liver pathology in developed 

countries, are predisposed to cirrhosis and liver-related complications.[1-3] In NASH patients, after cardiovascular 

disease and liver cancer, cirrhosis is the third leading cause of death and it is expected to be the most common 

indication for liver transplantation. At present, lifestyle modification with dietary restrictions is the standard of 

treatment for patients with NASH.[4] Recently, therapies based on the activation of specific nuclear factors such 

as LXR (obeticholic acid) or PPAR (elafibranor), or directed against chemokine receptors (cenicriviroc) have 

obtained positive results in clinical trials.[5-7] However, there are no approved drug treatments for NAFLD and 

NASH. Several other emerging therapies aimed to target NASH in a pre-cirrhotic stage, when liver fibrosis and 

hepatic inflammation are still recoverable, are being tested.[8] Liver fibrosis, characterized by accumulation of 

extracellular matrix (ECM) components from activated hepatic stellate cells (HSCs), is associated to chronic liver 

injury and disease severity.[9,10] In NASH, fibrosis is accompanied by liver inflammation by both resident 

macrophages (Kupffer cells) and infiltrating cells, remodeling of the microenvironment that promote liver 

degeneration and tumor development.[11-13]  

Growth arrest-specific gene 6 (GAS6) activates receptor tyrosine kinases AXL, MERTK and Tyro3, known as 

TAM receptors, regulates innate immune response and it is implicated in cancer progression.[14,15] GAS6 shares 

structural and sequence similarity with the anticoagulant protein S (ProS) that also binds TAM receptors, however 

their biological roles differ.[16] In particular, GAS6 has no significant role in coagulation and ProS does not 

activate AXL under physiological conditions. In liver pathologies, GAS6 is hepatoprotective in 

ischemia/reperfusion-induced damage,[17] and participates in wound healing response.[18,19] Hepatic 

expression of GAS6/AXL is mainly detected in macrophages, including Kupffer cells, and in activated HSCs.[20] 

GAS6/AXL participates in HSC activation and in damage by CCl4 exposure in mice.[21] In patients, GAS6 and 

sAXL serum levels increase during chronic liver disease progression in alcoholic liver disease, and in HCV 

patients. Concurrently, mRNA expression of MERTK, the other main receptor of GAS6 in the liver, has been 

associated with liver fibrosis and NASH.[22,23] This scenario suggests a role of GAS6 signaling in NASH 

development.[24] Our data revealed that bemcentinib, the first selective small molecule inhibitor of AXL (BGB324) 

in phase II clinical trials for cancer,[25] blocked HSC transdifferention and macrophage activation. Oral 

bemcentinib administration greatly diminished liver fibrosis and hepatic inflammation in mice fed with NASH diets. 

To validate AXL involvement in human NASH, we tested serum changes in GAS6 and TAM receptors in NASH 

patients. sAXL increased in all NASH staged, while GAS6 and MERTK were only overexpressed in cirrhotic 

NASH patients. Our results identify AXL as an interesting serum biomarker of fibrosis progression in human 

NASH and the GAS6/AXL axis as a therapeutically targetable pathway to prevent NASH progression. In 

summary, our data support specific AXL inhibition as a novel therapeutic alternative for NASH. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell lines and cell treatment 

Commercially available PLC/PRF/5, RAW264.7 cells and THP-1 (ECACC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

were used. LX2 cells were kindly given by Dr. Ramón Bataller.[26] All cell lines are mycoplasma-free. THP-1 cells 

were differentiated with 100ng/ml of PMA (Sigma-Aldrich) for 3 days and macrophages were stimulated with LPS 

(E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich) at 50 ng/ml. Cells were treated with 0.25 M bemcentinib (BergenBio), 50 M 
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ADAM10 inhibitor (GI254023X, Sigma-Aldrich) , 1µg/mL rhGas6 (R&D Systems), and 10 nM AXL activating 

antibody (AF154, R&D). 

In vivo models 

Animal studies, in accordance with the principles and procedures outlined in the National Institutes of Health 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, were approved by the institutional animal care committee 

(Universitat de Barcelona). Wild type (WT), Axl
-/-

 (Jackson Laboratories, Mouse Strain #005777) and Mertk
-/-

 (Dr. 

Lemke Lab) C57BL/6 male 8–10 weeks old mice were used. In experiments using Axl
-/-

 or Mertk
-/-

 mice, controls 

were sibling littermates. All mice were maintained with a 12 hour light/dark cycle (lights on at 8:00 am) in a 

temperature-controlled environment. To induce NASH, mice were fed a methionine and choline deficient (MCD) 

(Open Source diets #A02082002B) or a high fat choline deficient with 0.1% methionine HFD (60% kcal) (Open 

Source diets #A06071302) diet for 6 or 8 weeks respectively, receiving daily doses of bemcentinib (100 mg/kg) or 

vehicle by oral gavage for the last two weeks. Alanine and aspartate transaminases (ALT and AST), triglycerides 

and cholesterol levels in serum were measured using a biochemical analyzer at the Clinic Hospital Core, 

Barcelona. 

Human samples 

For the control group, serums from 12 individuals (8 males and 4 females with average age of 51.7±10.4) were 

used to measure GAS6, MERTK and AXL levels. For the NASH group, serum from patients with steatosis F0 (9 

males and 3 females), fibrosis F1-F3 (10 males and 2 females) and cirrhosis F4 (8 males and 7 females) were 

analyzed. Additional biochemical data are shown (Table 1). Human liver slides from healthy individuals or cirrhotic 

NASH patients (without hepatocellular carcinoma) were from the Biobank of the Hospital Clinic. All subjects gave 

written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol, approved by ethical 

committees from the Hospital Clinic (Barcelona), followed ethical guidelines on handling human samples.  

Wound healing assay 

LX2 were plated in 6-well plates, and upon confluence, a scratch was made in cell layer with a 200-μL sterile 

micropipette tip. Cells were treated with bemcentinib and AXL activating antibody (AF154, R&D). Cells were 

photographed at baseline (t = 0h) and after 24 hours using an Olympus IX-70 microscope. ImageJ software was 

used to measure wound closure and percentage of closure relative to control was calculated. 

Other protein, biochemical determinations and staining were performed as detailed in supplemental 

methods.[21,27,28]  

Gene array 

A predesigned 384-well mouse fibrosis panel for use with SYBR Green (Bio-rad) was used following the 

manufacturer’s instructions. Briefly, after isolating RNA with the TRIzol reagent, the corresponding cDNA was 

synthesized using the iScript advanced cDNA synthesis kit (Bio-rad). Once cDNA is obtained the PCR reaction 

mix is prepared (iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix) and added to the 384-well plate where all the primers 

are lyophilized. Results are corrected and normalized to the housekeeping genes β-actin and TBP. 

Statistical analysis 

All in vitro experiments were repeated at least three times. Results are expressed as mean±S.D for cell studies, 

and as mean±S.E.M. for in vivo studies. Statistical comparisons were performed using unpaired two-tailed 
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Student’s t test or One-way ANOVA followed by Newman-Keuls Multiple Comparison Test. All analyses were 

performed using GraphPad Prism. A P value<0.05 was considered significant. 

RESULTS 

Bemcentinib blocked GAS6/AXL-activated pro-fibrogenic genes in human HSCs and reduced MCP-1 

production. 

GAS6 upregulation of fibrosis-related genes in LX2 activated human stellate cells, through AXL/AKT activation, is 

abolished by AXL silencing or pharmacological AXL inhibition.[21] Although bemcentinib does not affect MERTK 

phosphorylation even in the micromolar range in LX2 cells[21], bemcentinib concentrations were tested to 

eliminate GAS6-dependent AKT activation at lower doses (Supplemental Figure 1). Bemcentinib not only 

completely blocked GAS6-dependent α-SMA and COL1A1 expression in LX2 cells (Figure 1A) but also MCP-1 

release to the medium (Figure 1B).  

To verify that AXL activation is sufficient to induce fibrosis in HSCs, we incubated LX2 cells with a human AXL 

activating antibody (α-AXL).[29] α-AXL induction of AKT phosphorylation (Figure 1D) and the increase expression 

of α-SMA and COL1A1 (Figure 1D) were suppressed by bemcentinib addition. In contrast, gene expression 

induced by TGF-beta was not blocked by bemcentinib (data not shown) in agreement with a specific effect on 

AXL-dependent signaling. Moreover, AXL activation potentiated LX2 cells migration in a wound-healing 

experiment, while bemcentinib reduced the motility of activated HSCs, particularly after α-AXL addition (Figure 

1E).  

AXL deficiency has been reported to increase hepatic inflammation after lipopolysaccharide (LPS) or acute 

carbon tetrachloride (CCl4) administration,[30] in contrast to previous data in chronic liver damage.[21] To verify 

this point, we analyzed the effect of bemcentinib after LPS challenge using PMA-differentiated THP-1 

macrophages. LPS induced MCP-1 mRNA increase, was blocked by bemcentinib (Figure 1F), while bemcentinib 

did not affect TNF mRNA expression (data not shown). 

Liver fibrosis and inflammation induced by MCD diet is reduced by AXL inhibition.  

Next we analyzed the role of AXL in an experimental murine NASH model. Mice were fed with Methionine- and 

Choline-Deficient (MCD) diet[31] during 6 weeks and daily gavaged with vehicle or bemcentinib (BGB324) for the 

last 2 weeks before sacrifice (Figure 2A). H&E staining of liver samples showed macrovesicular fat in MCD-fed 

mice and collagen accumulation as visualized with Sirius Red dye (Figure 2B). Quantification showed that 

bemcentinib-treated mice displayed reduced fiber formation after MCD feeding. Similarly, collagen deposition was 

reduced by bemcentinib administration as measured by hydroxyproline levels (Figure 2C). Transaminase levels 

(ALT) were similarly increased in all MCD-treated mice (Figure 2D). In line with fibrosis reduction, α-SMA mRNA 

levels were decreased in MCD-fed mice receiving bemcentinib (Figure 2E). Reduction in expression of 

inflammatory genes, such as TNF or MCP-1, was noticed after AXL inhibition in MCD-fed mice, although changes 

in macrophage population or neutrophil infiltration were not significant (Figure 2E).  

Liver inflammation and fibrosis induced by a HFD is decreased by AXL inhibition. 

To verify AXL targeting efficacy in NASH pathology, we tested a second diet that allowed mice feeding for longer 

periods of time (Figure 3A),[27,32] causing stronger liver fibrosis, without animal weakening and the severe loss 

of body weight often associated to MCD feeding (Supplemental Figure 2). Animals under a High-Fat (60%) 

Choline-Deficient Methionine-Restricted (0.1%) diet (HFD) increased the liver/body weight ratio (Supplemental 
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Figure 3), exhibiting extensive liver fibrosis and fatty liver after two months (Figure 3B).  High triglyceride levels 

(Figure 3C) and liver damage (Figure 3D) were also observed. Bemcentinib administration significantly reduced 

fibrosis development in the liver as denoted after quantification of Sirius Red staining (Figure 3B) and collagen 

deposition by hydroxyproline measurement (Figure 3E).  

In agreement, mRNA levels of different pro-fibrotic genes such as α-SMA, COL1A1 or MMP9 were remarkably 

decreased by AXL inhibition (Figure 4A-B). Not only ECM status was preserved in bemcentinib-treated mice, but 

also a clear reduction in pro-inflammatory genes was detected after HFD feeding. mRNA levels of the chemokine 

MCP-1 and its receptor CCR2 and TNF were lowered by bemcentinib, as well as macrophage (F4/80) and 

neutrophil (MPO) infiltration (Figure 4A-C). 

Regarding GAS6/TAM receptors signaling, GAS6, sAXL and sMERTK serum levels were all increased by HFD 

(Figure 5A-C). Of note, bemcentinib administration increased GAS6 serum levels without changing sAXL or 

sMERTK levels.  

To further characterize NASH-related genes and identify AXL-dependent mechanisms, we analyzed an mRNA 

array pre-designed for fibrosis-and inflammation-related genes. As observed (Figure 5D), AXL inhibition 

repressed the expression of numerous NASH-induced mRNAs. Among the genes more markedly affected by 

bemcentinib we found not only metalloproteinases, integrins or collagens, but also cytokines, chemokines, and 

enzymes that have been related to NASH induction such as Lysyl oxidase (LOX) or urokinase (uPA), featuring 

extracellular matrix remodeling.  

Since several metalloproteinases that modify the hepatic ECM are increased in NASH development, we analyzed 

metalloproteinases ADAM10 and ADAM17,[33,34] sheddases potentially responsible for sAXL serum increases, 

and AXL mRNA levels. In liver samples from NASH mice, not only ADAM10 was upregulated after HFD-feeding 

but also AXL transcription, while ADAM17 was unaffected (Figure 5E). Of note, bemcentinib administration to 

mice did not alter the levels of ADAM10 and ADAM17 expression (data not shown). To certify ADAM10 role in 

sAXL release, different cell lines were exposed to ADAM10 inhibitor and sAXL measured in the medium. 

Activated HSC LX2 exhibited higher sAXL levels than hepatoma PLC5 cells and RAW264.7 macrophages. sAXL 

concentration was significantly reduced in all cell lines exposed to ADAM10 inhibition (Figure 5F).  

AXL knockout mice were partially protected against HFD-induced damage while MERTK deficient animals 

suffered aggravated lesions. 

Bemcentinib reduced HFD-induced liver fibrosis and inflammation by blocking AXL signaling while increased 

GAS6 serum levels. To verify if total absence of AXL may recapitulate the protection observed after AXL 

inhibition, Axl
-/-

 mice were fed with HFD for two months (Figure 6A). After NASH-diet feeding, no significant 

differences in H&E, Sirius Red staining or ALAT levels were detected between wild type (WT) and AXL deficient 

mice (Figure 6B-C). Although a tendency towards lower expression of fibrosis-related genes (Figure 6D) and a 

decrease in inflammation-related genes (Figure 6E-F) was observed in HFD-fed AXL KO mice, this did not reach 

the level observed after bemcentinib treatment.  

MERTK, the other TAM receptor with prominent expression in the liver, may also be activated by GAS6 and has 

recognized roles in fibrogenesis, inflammation and hepatoprotection. Evident liver deterioration was detected on 

H&E slides and in transaminase levels in Mertk
-/-

 mice after HFD feeding (Figure 7A-C). In parallel, liver samples 

from HFD-fed MERTK deficient mice displayed a significant elevation in collagen deposition compared to HFD-fed 

WT mice (Figure 7B). In addition, increased number of inflammatory foci was detected in numerous Mertk
-/-

 mice 
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(Figure 7D) and pro-inflammatory gene expression was enhanced (Figure 7E-F). These results underscored an 

important protective role of MERTK signaling during NASH development and instructs against compounds that 

could inhibit MERTK in a context of active fibrogenesis and liver inflammation.  

AXL levels are increased in the serum and liver of NASH patients.  

GAS6, soluble AXL (sAXL) and MERTK (sMERTK) levels have been found altered in patients suffering chronic 

liver disease.[21,22,35,36] However, not all three measurements have been performed simultaneously in serum 

from NASH patients with different degrees of the disease. Addressing this issue, we detected by ELISA increased 

levels of GAS6, sAXL and sMERTK in cirrhotic NASH patients (Figure 8A-C), compared to control individuals or 

patients with low-grade NASH (steatosis or fibrosis). However, only sAXL was augmented in early stages of 

NASH, with mean values increasing with the severity of the disease (Figure 8C).  

Since AXL activation leads to proteolytic shedding of the AXL extracellular from the cell surface,[37] sAXL levels 

suggest hepatic activation of AXL during NASH progression. Accordingly, cirrhotic NASH patients individuals 

exhibited increased liver AXL expression (Figure 8D), with a pattern of AXL overexpression in liver non-

parenchymal cells. To better characterize AXL upregulation, we analyzed AXL (green) by immunofluorescence 

and compared it to α-SMA and F4/80 (red) hepatic distribution (Figure 8E). The punctuated AXL signal only 

overlaps (yellow) with a small portion of the α-SMA signal and with specific macrophages, in agreement with its 

predicted expression in activated HSCs and Kupffer cells. 

DISCUSSION 

At present, several therapies aimed to target NASH in a pre-cirrhotic stage, when liver fibrosis and hepatic 

inflammation are still reversible, are being evaluated. GAS6/AXL relevance in HSC activation and experimental 

fibrosis by CCl4 exposure suggested a role for AXL signaling in NASH development. Our current data supports 

the hypothesis that GAS6/AXL promotes NASH development and that selective small molecule AXL targeting is a 

new opportunity in NASH treatment. We and others have shown previously the pro-fibrotic capacities of GAS6 

signaling, in liver [21,22,36] and recently in other organs.[38] Our results reveal that GAS6 or AXL activation alone 

is enough to induce strong AKT phosphorylation and HSC activation, promoting pro-fibrogenic extracellular 

changes and migration. Importantly, bemcentinib not only suppressed GAS/AXL-induced HSC activation but also 

had an anti-inflammatory effect, in vitro in THP-1 cells and in vivo in NASH models. 

In animal models, bemcentinib showed a powerful anti-fibrotic response. Interestingly, pharmacological inhibition 

of GAS6/AXL by bemcentinib showed better response in our animal NASH models than genetic ablation in Axl
-/-

 

mice. It is possible that bemcentinib targets the pro-fibrotic effect of AXL signaling, while preserving other liver 

protecting functions of the system. Furthermore, Axl
-/-

 mice did not show an increase in serum GAS6, in contrast 

to after bemcentinib administration. The positive protecting role of GAS6 in ischemia/reperfusion-induced liver 

damage,[17] and in liver wound healing response[18,19] may support GAS6 as a hepatoprotective factor induced 

by bemcentinib. Moreover, the anti-inflammatory role of GAS6 in macrophages via MERTK may justify the liver 

deterioration observed in Mertk
-/-

 mice and the improvement in NASH livers after bemcentinib administration. This 

result concurs with recent data underscoring the role of MERTK in the homeostatic resolution of inflammation 

after acute liver failure in human and experimental models, and the aggravated damage described in Mertk
-/-

 mice 

exposed to acetaminophen overdose.[39,40] Therefore, despite a potential anti-fibrotic effect of MERTK inhibitors 

in HSCs in vitro, dual AXL-MERTK inhibitors,[41,42] with potential value in cancer treatment, may jeopardize the 

protection achieved by AXL blockade in NASH treatment. Regarding this point, bemcentinib has a very low 

inhibitory effect on MERTK, with an IC50 100 fold higher than on AXL, which is not reached in in vivo 
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administration.[43] Certainly, achieving a cell-specific inhibition of TAM is a challenge in order to devise a useful 

strategy for NASH that could be translated to the clinic. 

Interestingly, other studies performed with bemcentinib have shown its effect potentiating antitumor immune 

response,[44-46] particularly favored in combination with checkpoint inhibitors such as the anti-PD-1 agent 

nivolumab, recently FDA-approved for advanced liver cancer. In fact, several approved cancer drugs, such as 

cabozantinib and sunitinib, have potent activity against AXL, indicating that this inhibition may be well tolerated, or 

even beneficial, in the clinic.[46] In HCC patients, high levels of Axl and CXCL5 correlated with advanced tumor 

stages, recruitment of neutrophils into HCC tissue and reduced survival.[47] Therefore, an antitumoral action of 

bemcentinib could be an additional benefit for NASH individuals, predisposed to develop liver cancer due to their 

pro-tumorigenic liver microenvironment.   

Our results indicate that AXL is a pro-fibrogenic tyrosine kinase that promotes HSC activation, that sAXL serum 

levels increased during NASH progression in patients and AXL targeting with the small molecule inhibitor 

bemcentinib effectively reduced liver fibrosis and inflammation in experimental models of NASH. Bemcentinib 

administration to cancer patients has been evaluated for long time periods (up to twelve months), having good 

safety and tolerability, making it a plausible molecule for future clinical trials in NASH. Irrespective of the selected 

compound, bemcentinib or other AXL blockers that may have similar experimental capabilities, our results support 

AXL targeting as an interesting novel strategy in the treatment of human NASH.  
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TABLES 

 

STEATOSIS 

F0 

m(9) – f(3) 

FIBROSIS  

F1-F3 

m(10) – f(2) 

CIRRHOSIS 

F4 

m(8) – f(7) 

CONTROL 

Values 

m(8) – f(4) 

Age 57.0±3.25 60.7±2.0 63.5±1.5 51.7±10.4 

Billirubin (mg/dl) 0.62±0.06 0.74±0.07 3.19±1.50 0.2 – 1.0 

Albumin (g/l) 44.5±0.6 44.1±0.7 37.3±1.8*# 35 - 50 

Quick (%) 94.9±2.0 90.8±2.6 73.2±4.0*# 70 -100 

Creatinin (mg/dl) 0.9±0.1 0.9±0.1 0.8±0.1 0.6 – 1.2 

AST (U/l) 49.6±13.1 40.6±5.2 64.3±9.2# 10 - 40 

ALT (U/l) 80.0±25.6 58.0±9.4 55.2±8.6 10 - 35 

GGT (U/l) 97.3±36.6 131.4±34.2 168.0±37.1 5 - 40 

Platelets (x10
3
/mm

3
) 218±20 202±15* 130±23*# 125 - 400 

Leukocytes (x10
3
/mm

3
) 8.2±0.9 6.7±0.4 5.6±0.8 3.5 – 11.0 

Table 1. Biochemical data from control individuals and NASH patients. For the control group, serums from 

12 individuals (7 males and 5 females with average age of 51.7±10.4) with BMI<23 were used to measure GAS6 

and AXL levels. Reference ranges for the each biochemical parameter are provided (right column), as established 

for normal individuals according to Hospital Clinic Core Lab (Barcelona, Spain). m=male; f=female. Results are 

expressed as mean±SEM, and in bold for means out of control values. *, P≤0.05 vs. steatosis group (F0), #, 

P≤0.05 vs. fibrosis (F1-F3) group. 

  



RESULTADOS 

90 
 

FIGURES: 

 

Figure 1. Bemcentinib blocked GAS6/AXL-induced fibrogenesis in HSC cells and reduced macrophage 

MCP-1 production. A, -SMA and COL1A1 mRNA levels in GAS6-treated (1 µg/ml) LX2 cells pre-incubated with 

BGB324 (0.25 µM) or vehicle. B, MCP-1 release measured by ELISA in cultured medium after 16h.  C, 

Representative western blot of p-AKT and AKT in LX2 cells treated with AXL activating antibody (α-AXL, 10nM, 

15min) and bemcentinib (0.25µM). D, mRNA expression level of -SMA and COL1A1 in LX2 cells treated with 

AXL activating antibody (α-AXL, 10nM, 24h) and bemcentinib (0.25 µM). *, P≤0.05 vs. control cells, #, P≤0.05 vs. 

α-AXL-treated cells. Student’s t test. E, Representative images of wound healing experiments and quantification 

in LX2 cells treated with α-AXL (10nM, 24h) and bemcentinib (0.25 µM) for 24h. F, mRNA expression level of 

MCP-1 and TNF in PMA-activated THP-1 cells exposed to LPS (50ng/mL, 2h) and bemcentinib (0.25µM). *, 

P≤0.05 vs. control cells, Student’s t test. 
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Figure 2. AXL inhibition reduced liver fibrosis and inflammation in MCD-fed mice. A, Diagram summarizing 

treatment schedule. B, Representative images of liver sections after H&E and Sirius Red staining; bar (200 µm). 

Sirius Red quantifications using Image J software in six random sections from each animal are shown below the 

respective pictures. C, Collagen determination by hydroxyproline quantification in liver samples and D, ALT serum 

levels from treated mice. E, mRNA expression level of MCP-1, TNF, α-SMA, MPO, F4/80 and β-actin in liver 

samples from treated mice. *, P≤0.05 vs. control mice, #, P≤0.05 vs. MCD-fed mice. Student’s t test. 
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Figure 3. AXL inhibition reduced liver fibrosis and inflammation in HFD-fed mice. A, Diagram summarizing 

treatment schedule. B, Representative images of liver sections after H&E and Sirius Red staining; bar (200 µm). 

Sirius Red quantification using ImageJ software in six random sections from each animal are shown below the 

respective pictures. C, Triglyceride levels in liver extracts; D, ALT serum levels from treated mice and E, collagen 

determination by hydroxyproline quantification in liver samples from treated mice. *, P≤0.05 vs. control mice, #, 

P≤0.05 vs. HFD-fed mice. Student’s t test. 
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Figure 4. Reduction of pro-fibrotic and pro-inflammatory gene and protein expression by bemcentinib 

administration to HFD-fed mice. A, mRNA expression level of α-SMA, COLIA1, MMP9, TNF, MCP1, MPO and 

F4/80 were measured in liver samples from animals receiving chow or NASH-inducing diet with or without 

administration of AXL inhibitor bemcentinib. B-C, Representative images of liver IHC of α-SMA and F4/80 

expression in mice treated as above; bar (100 µm). *, P≤0.05 vs. control mice, #, P≤0.05 vs. HFD-fed mice. 

Student’s t test. 
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Figure 5. Increased serum sAXL in diet-induced NASH as consequence of metalloproteinase ADAM10 and AXL 

upregulation.  A-C, Serum GAS6, sAXL and MERTK levels were measured in mice fed with chow diet and HFD 

gavaged with vehicle or bemcentinib.*, P≤0.05, **, P≤0.01 and ***, P≤0.001 between groups. 1-way ANOVA, 

Newman-Keuls Multiple Comparison Test. D, Analysis of AXL inhibition in HFD-fed mice using an mRNA Array 

containing fibrosis- and inflammation-related genes. E, Expression changes of AXL, ADAM 10 and ADAM 17 in 

HFD-fed mice. *, P≤0.05 vs. control mice. Student’s t test. F, Levels of sAXL secreted from different cell lines in 

the presence or absence of ADAM10 inhibitor (GI254023X). *, P≤0.05 vs. untreated cells. Student’s t test.    
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Figure 6. AXL deficient mice display partial protection after HFD feeding. A, Diagram summarizing treatment 

schedule. B, Representative images of liver sections after H&E and Sirius Red staining; bar (200 µm). Sirius Red 

quantification using Image J software in six random sections from each animal is shown below the respective 

pictures. C, ALT serum levels from treated mice. D-F, mRNA expression level of COL1A1, TNF and CCR2 in liver 

samples from treated mice. *, P≤0.05 vs. control mice. #, P≤0.05 vs. HFD-fed mice. Student’s t test. 
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Figure 7. MERTK deficiency increased liver fibrosis and inflammation in HFD-fed mice. A, Diagram summarizing 

treatment schedule. B, Representative images of liver sections after H&E and Sirius Red staining; bar (200 µm). 

Sirius Red quantification using Image J software in six random sections from each animal. C, ALT serum levels 

from treated mice. D, Quantification of the number of inflammatory foci in H&E slides (5 fields / animal) from 

treated mice. E-F, mRNA expression level of TNF and MPO in liver samples from treated mice. *, P≤0.05 vs. 

control mice, #, P≤0.05 vs. HFD-fed mice. Student’s t test. 
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Figure 8. Serum levels of sAXL are increased in NASH patients being expressed in activated HSCs and Kupffer 

cells. A-C, GAS6 and soluble levels of AXL and MERTK (ng/µl) were measured in control individuals (n=12) and 

in patients with different degree of NASH progression: with steatosis (n=12), fibrosis (n=12) and cirrhosis (n=12). 

*, P≤0.05, **, P≤0.01 and ***, P≤0.001 between groups. 1-way ANOVA, Newman-Keuls Multiple Comparison 

Test.  D, Representative images of liver IHC of AXL expression in control and cirrhotic NASH patients; bar (50 

µm). E, Representative immunofluorescence images of AXL (green) and α-SMA/F480 (red) in cirrhotic NASH 

patients.  
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SUPPLEMENTAL FIGURES: 

 

Suppl. Figure 1. ELISA of p-AKT showing the dose-response effect of bemcentinib on GAS6-dependent AKT 

phosphorylation. LX2 cells were seeded in DMEM+10%FBS and kept overnight. The day after, LX2 cells were 

washed and left in starvation medium (DMEM+0%FBS) for 6h before preincubation with BGB324 (0-1µM) 

followed by GAS6-activating complex (1µg/ml) for 15min. Data is shown as media±S.D., n=2, *p<0.05 vs. control, 

#p<0.05 vs. GAS6. 
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Suppl. Figure 2. Body weight and liver/body weight ratio in MCD study. Body and liver weight were 

measured after sacrifice for mice fed for 6 weeks with chow and MCD diet that received vehicle or bemcentinib 

(BGB324) gavages for the last 2 weeks. Data is shown as media±S.D., n=4-5,*p<0.05 vs. control.  
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 Suppl. Figure 3. Body weight and liver/body weight ratio in HFD study. Body and liver weight were 

measured after sacrifice of mice fed for 8 weeks with chow and HFD diet that received vehicle or bemcentinib 

(BGB324) gavages for the last 2 weeks. Data is shown as media±S.D., n=5-7,*p<0.05 vs. control.  
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Resultados 2: La actuación sobre la sobreexpresión de la glucosilceramida sintasa 

revierte la resistencia en modelos animales de carcinoma hepatocelular. 

Stefanovic M; Tutusaus A; Martinez-Nieto GA; Bárcena C; de Gregorio E; Moutinho C; Barbero-Camps E; 

Villanueva A; Colell A; Marí M; García-Ruiz C; Fernandez-Checa JC; Morales A. Targeting glucosylceramide 

synthase upregulation reverts sorafenib resistance in experimental hepatocellular carcinoma. Oncotarget. 

2016. 

La relación entre los esfingolípidos y la quimioterapia ha sido objeto de estudio en múltiples tipos de cáncer. En 

CHC, al analizar las alteraciones en el metabolismo de esfingolípidos inducidas por el sorafenib, se observa in 

vitro un aumento de la expresión génica de enzimas relacionados con la producción de ceramida por hidrolisis de 

esfingomielina (ASMasa) o por síntesis de novo (CerS2). Esta sobrerexpresión se refleja en un incremento 

rápido, dosis dependiente, de los niveles de ceramida tras el tratamiento de células de hepatoma con sorafenib. 

La inhibición de ASMasa, pero no de la síntesis de novo, reduce el efecto citotóxico del sorafenib, indicando que 

el aumento de ceramidas por el sorafenib es consecuencia de una mayor hidrolisis de esfingomielina como 

ocurre con otros quimioterapéuticos. 

Por otro lado, el sorafenib induce también un aumento de los niveles de ARNm de enzimas que metabolizan la 

ceramida como la glucosilceramida sintasa (GCS), la ceramidasa ácida (ACDasa), y la esfingosina quinasa 

(SK1). Como estos enzimas producen esfingolípidos menos tóxicos, se examina el efecto de su inhibición para 

promover la acumulación de ceramida. En las células Hep3B, la inhibición de la ACDasa con NOE (N-

Oleoylethanolamine) y la de GCS con PDMP (N-[2-hydroxy-1-(4-morpholinylmethyl)-2-phenylethyl]-decanamide) 

potencian la muerte inducida por sorafenib, aunque en la línea HepG2 sólo se observan resultados significativos 

con PDMP. Al analizar los niveles de ceramida, se observa un aumento mayor con PDMP en las Hep3B tras la 

estimulación con sorafenib. De hecho, el sorafenib induce únicamente la actividad de la GCS y no la de la 

ACDasa. Para confirmar estos resultados, se transfectaron células de hepatoma con ARN de interferencia para 

reducir la expresión de GCS y ACDasa. Únicamente la reducción de la expresión de GCS aumenta la toxicidad 

del sorafenib en HepG2 y Hep3B indicando que el bloqueo de la eliminación de ceramida mediante la GCS y no 

ACDasa potencia el efecto citotóxico del sorafenib. Estos resultados señalan esta enzima como una diana 

terapéutica para el tratamiento del CHC. 

Para corroborar esta nueva estrategia terapéutica in vivo, se trataron animales con tumores subcutáneos de 

HepG2 con PDMP sólo o en combinación con sorafenib. Esta combinación reduce significativamente el 

crecimiento tumoral respecto a los animales tratados con sorafenib, mientras que los que sólo recibieron PDMP 

presentan un crecimiento tumoral idéntico al grupo control. A nivel histológico, se observa también una 

disminución de la proliferación celular mediante IHQ de PCNA así como una menor vascularización mediante el 

marcaje por CD34 en los animales que recibieron el sorafenib junto al PDMP. 

Una vez determinada la eficacia de la combinación, se estudiaron los mecanismos por los que el PDMP potencia 

la toxicidad del sorafenib. El sorafenib como inhibidor multiquinasa produce una disminución de la fosforilación de 

proteínas como ERK o AKT pero no se observa ningún cambio en esta diminución en presencia de PDMP. En 

cambio, sí se observan cambios en marcadores de autofagia en presencia de PDMP como la reducción de los 

niveles proteicos de LC3 y p62 así como un mayor número de punteados de LC3, indicador de la formación de 

autofagosomas, en las células de hepatoma tratadas con la combinación. Tanto las ceramidas como el sorafenib 

se han relacionado con la autofagia, sin embargo ésta puede inducir o proteger de la muerte celular. Para 

determinar la función de la autofagia, se analizó la viabilidad celular en presencia de un inhibidor de autofagia, 3-
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methyladenine (3-MA). Este inhibidor reduce la viabilidad de las células de hepatoma tratadas con PDMP y 

sorafenib, por lo que este inhibidor induce autofagia como mecanismo de protección. 

Descartada la autofagia, se investigaron otros mecanismos de acción del PDMP relacionados con el daño 

mitocondrial. Como otros grupos ya han descrito, el sorafenib induce la producción del ROS así como la 

inhibición del complejo I de la cadena respiratoria; sin embargo, el PDMP no potenció significativamente ninguno 

de estos eventos. Por otro lado, determinamos la polarización de la membrana mitocondrial mediante la sonda 

JC-1. El sorafenib produce una potente y rápida despolarización de la membrana mitocondrial que tampoco 

variaba en presencia de PDMP. En cambio, el PDMP en combinación con el sorafenib sí que indujo la salida del 

citocromo c al citosol a tiempos cortos. Este proceso de MOMP sin embargo no conduce a una apoptosis clásica 

puesto que el PDMP no induce la actividad de la caspasa 3 en células Hep3B tratadas con sorafenib. Esta 

muerte independiente de caspasa se ratifica en ensayos de MTT con el inhibidor de caspasa ZVAD que no varía 

la viabilidad de las células tratadas con sorafenib y PDMP. La permeabilización de la membrana también puede 

inducir una pérdida de actividad de complejos de la cadena respiratoria, así que para estudiar la funcionalidad 

mitocondrial, se evaluaron los niveles de ATP. Ni el sorafenib ni el PDMP produjeron cambios en ATP pero su 

combinación indujo una caída de los niveles de ATP. Estos cambios no son causados por un menor número de 

mitocondrias ya que el ratio de ADN mitocondrial y ADN nuclear no varía en ningún tratamiento. Por lo tanto, el 

PDMP sensibiliza las células tratadas con sorafenib mediante un colapso energético y de manera independiente 

a la actividad de las caspasas. 

La principal limitación del sorafenib es la generación de resistencia. Para estudiar el papel de la GCS en la 

resistencia a sorafenib, se generaron, mediante una exposición continua a largo plazo, células Hep3B y HepG2 

resistentes a sorafenib. Estas líneas resistentes sobreexpresan GCS respecto a las células sensibles. Para 

comprobar que esta sobreexpresión está relacionada con la resistencia a sorafenib, tratamos estas células con 

PDMP observando que se sensibilizan a sorafenib. Esta reversión también ocurre en modelos in vivo obtenidos 

tras la inoculación de estas células resistentes en ratones inmunocomprometidos. Para confirmar la relación 

entre GCS y la resistencia, se transfectaron células Hep3B con un vector de GCS. Las células Hep3B que 

sobreexpresan este enzima son menos sensibles a la toxicidad del sorafenib.  

Por lo tanto, la sobreexpresión de la GCS contribuye a la ineficacia del sorafenib en el tratamiento del CHC 

avanzado, reivindicándose como una posible diana terapéutica cuya inhibición favorece el efecto antitumoral del 

sorafenib en células sensibles y resistentes in vitro e in vivo. 
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Resultados 3. Las proteínas Bcl-2 determinan la resistencia a sorafenib y regorafenib 

y la eficacia de los miméticos BH3 en el carcinoma hepatocelular. 

Tutusaus A; Stefanovic M; Boix L.; Cucarull B.; Zamora A.; Blasco L.; García de Frutos P.; Reig M.; Fernandez-

Checa J.C.; Marí M.; Colell A.; Bruix J.; Morales A. Antiapoptotic BCL-2 proteins determine 

sorafenib/regorafenib resistance and BH3-mimetic efficacy in hepatocellular carcinoma. Oncotarget. 2018. 

Como se ha descrito anteriormente, el sorafenib promueve la producción de ROS y una fuerte pérdida de 

potencial de membrana mitocondrial induciendo una disfunción mitocondrial que sensibiliza a las células de 

hepatoma a otros estímulos (410). Esta sensibilización y la disminución de MCL-1, indican que las proteínas de 

la familia Bcl-2, reguladoras de la apoptosis mitocondrial, podrían ser una buena diana para potenciar el efecto 

del sorafenib. Se evaluaron diversos inhibidores de proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2 en combinación 

con el sorafenib y únicamente el ABT-263 consiguió disminuir la viabilidad de células tratadas con sorafenib en 

tres líneas celulares de hepatoma (Hep3B, HepG2, PLC/PRF5). Esta disminución de la viabilidad, que se 

confirmó mediante tinciones de cristal violeta tras 3 días de tratamiento, evidencia el efecto potenciador del ABT-

263 en células tratadas con sorafenib. 

Dado que el ABT-263 inhibe con más afinidad BCL-XL y BCL-2, se examinó el papel individual de estas 

proteínas en la potenciación del efecto del sorafenib. La inhibición de BCL-XL con A155463 así como su 

silenciamiento mediante siARN disminuye la viabilidad de las células tratadas con sorafenib, con resultados 

similares a los del ABT-263. En cambio, no se observa diferencias en la muerte inducida por sorafenib tras el 

silenciamiento de alrededor de 50% de BCL-2 o mediante la inhibición con el inhibidor específico ABT-199. Por 

otro lado, el silenciamiento de MCL-1 es suficiente para reducir la viabilidad celular en presencia de ABT-263. 

Por lo tanto, la disminución de los niveles de MCL-1 por parte del sorafenib y la inhibición de BCL-xL por parte de 

ABT-263 son imprescindible para la disminución de viabilidad inducida por esta combinación en células de 

hepatoma. 

Una vez demostrado el efecto potenciador del ABT-263, se examinaron las consecuencias de esta combinación. 

En células Hep3B, los niveles proteicos de BCL-XL y BCL-2 no varían y sólo la expresión de MCL-1 está 

claramente disminuida por el sorafenib a tiempos cortos. También se observa un aumento de estos niveles de 

MCL-1 por parte del ABT-263 debido a una estabilización del ARNm y de la proteína como se ha descrito 

anteriormente (411). Además se observa un aumento de los niveles de BIM en células tratadas con sorafenib así 

como una disminución de BIM fosforilado, que será degradada, probablemente por la inhibición de quinasas por 

parte del sorafenib. 

Esta inhibición de las proteínas de la familia Bcl-2, inducen rápidamente una muerte apoptótica intrínseca en 

presencia de sorafenib. Aunque no se observan diferencias en la pérdida de potencial de membrana entre las 

células tratadas con sorafenib y la combinación, se produce una rápida liberación del citocromo c hacia el citosol. 

Este aumento de la permeabilidad de la mitocondria producido por el ABT-263 en las células sensibilizadas con 

sorafenib se traduce en un aumento significativo de la actividad caspasa y de la escisión de PARP1. Además, 

estas células presentan fragmentación y condensación nuclear en tinciones con Hoechst a partir de las 6 horas. 

A continuación, se estudió la relación entre las proteínas de la familia Bcl-2 y la resistencia a sorafenib, muy 

habitual en CHC. El análisis de la expresión génica en células HepG2 y Hep3B resistentes muestra una 

expresión elevada de BCL-2 y otras proteínas antiapoptóticas como BCL-B y BFL1 respecto a las líneas 

sensibles, mientras que MCL-1 está disminuida en las Hep3BR. Por otro lado, la expresión de proteínas 

proapoptóticas también está alterada en las líneas resistentes: NOXA aumenta significativamente en las Hep3BR 
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mientras que en las HepG2R tienden a aumentar NOXA y BIM. Estas alteraciones podrían ser las responsables 

de la evasión de la apoptosis en respuesta a sorafenib mediante mecanismos de adicción a proteínas BCL-2, por 

lo que el uso de los miméticos BH3 podrían sensibilizar de nuevo estas células resistentes al sorafenib. De 

hecho, el co-tratamiento con ABT-263 pero no con ABT-199 disminuye la viabilidad en ambas líneas resistentes, 

revirtiendo así la resistencia a sorafenib. 

En general, no se suelen realizar biopsias a los pacientes con CHC avanzado antes de iniciar el tratamiento, lo 

que dificulta estudiar las alteraciones generadas en el tumor durante el tratamiento. Por ello, se analizaron 

muestras de tumores en estadios intermedios, así como de pacientes cirróticos por hepatitis C o esteatohepatitis 

alcohólica. La expresión de BCL-2 respecto al tejido adyacente cirrótico y a hígados sanos está incrementada 

significativamente en CHC mientras que los niveles de MCL-1 se encuentran disminuidos. Aunque en menor 

medida, los niveles de BCL-XL también tienden a aumentar en las muestras tumorales. Por lo tanto, los tumores 

hepáticos presentan alteraciones en la expresión de las proteínas antiapoptóticas, en las que destaca un ratio 

BCL-2/ MCL-1 elevado respecto al tejido adyacente, lo que indicaría que estos pacientes podrían beneficiarse de 

una terapia combinada con ABT-263. 

En modelos in vivo de tumores subcutáneos xenográfos de HepG2, se reprodujo la eficiencia de la combinación 

de sorafenib y ABT-263 obteniendo una reducción del crecimiento tumoral y un aumento de las células 

apoptóticas TUNEL positivas a nivel histológico. Confirmando que el sorafenib produce alteraciones en la 

expresión de proteínas, los tumores tratados con sorafenib muestran niveles de proteínas antiapoptóticos 

elevados como BCL-2 o BCL-B, y disminuidos como MCL-1. La combinación sorafenib/ABT-263 también fue 

eficiente en tumores resistentes a sorafenib, corroborando los resultados in vitro. 

En otro modelo subcutáneos con la línea BCLC9, con fenotipo de célula madre (412), el ABT-263 redujo 

eficazmente el crecimiento tumoral en ratones tratados con sorafenib. En este modelo, también se observan 

alteraciones en el patrón de expresión de Bcl-2 observándose un ratio BCL-2/MCL-1 elevado en tumores 

tratados con sorafenib. Además, este ratio correlaciona con el crecimiento de estos tumores expresando un valor 

mayor los tumores que mejor respondían a sorafenib pudiendo servir como marcador de respuesta de la acción 

del sorafenib en tumores humanos. 

Finalmente, se comprobó el efecto del ABT-263 en CHC en combinación con el regorafenib, como tratamiento de 

segunda línea. El regorafenib in vitro también altera la expresión de los genes de Bcl-2 en células de hepatoma y 

su efecto es potenciado por el ABT-263 desencadenando una muerte apoptótica, como en el caso del sorafenib. 
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Actualmente la terapia para EHNA se basa en controlar los desórdenes metabólicos y las posibles 

complicaciones cardiovasculares así como un cambio en el estilo de vida. Sin embargo, muchos pacientes con 

EHNA no logran o no mantienen un estilo de vida saludable y la enfermedad progresa. Pese a que el desarrollo 

de fibrosis está asociado a la mortalidad relacionada con la enfermedad hepática (41) no existe ninguna terapia 

antifibrótica aprobada aunque se están llevando a cabo diversos ensayos clínicos con nuevos fármacos. Durante 

estos últimos años, se han realizado muchos esfuerzos para encontrar una terapia eficaz que reduzca el 

desarrollo de cirrosis, aunque los problemas para estratificar correctamente a los pacientes y determinar su 

progreso dificultan el análisis e interpretación de los ensayos clínicos. 

En el desarrollo de la fibrosis, las CEH juegan un papel fundamental. Estas células reciben señales de distintas 

procedencias que inducen su activación induciendo un desequilibrio entre la degradación y la producción de 

matriz extracelular e iniciando los procesos fibrogénicos en hígado. Nuestro grupo ya estableció la importancia 

del eje Gas6/AXL en la activación de las CEH y modelos animales de fibrosis inducida por CCl4 (167), por lo que 

nos interesamos en el papel de estas proteínas en el desarrollo de la EHNA y en el potencial terapéutico de la 

inhibición de AXL. 

Nuestros datos muestran que la activación de AXL en las líneas celulares de CEH es capaz de activar estas 

células mediante la fosforilación de AKT aumentando la migración celular, la expresión de genes fibrogénicos 

como Col1A1 y la secreción de quimioquinas como MCP1. Además, la inhibición farmacológica de AXL con 

BGB324 reduce todas estas características de CEH activadas mostrando su potencial antifibrótico in vitro. En 

macrófagos inflamatorios, el tratamiento con BGB324 no varía la expresión de TNF-α pero si reduce la de MCP1. 

Por lo tanto, aunque el BGB324 no reduzca la capacidad de secretar citoquinas inflamatoria, puede reducir la 

inflamación in vivo indirectamente mediante una menor infiltración de células inflamatorias por la reducción de la 

secreción de MCP1 por parte de las CEH y macrófagos. 

La elección de modelos animales resulta difícil en el estudio de la EHNA por la falta de consenso y los 

inconvenientes que presentan. En nuestro caso, nos interesaban modelos con una fibrosis significativa para 

analizar su progresión, por lo que priorizamos las características de la patología hepática por encima de las 

metabólicas como la resistencia a insulina. En un primer lugar, escogimos la dieta MCD, modelo clásico de 

esteatohepatitis, pero la pérdida de peso por la deficiencia de metionina representaba un grave problema para el 

bienestar de los animales. Por ello, utilizamos también la dieta HFD alta en grasas deficiente en colina y 

restringida en metionina que, lejos del modelo ideal, permite establecer una fibrosis considerable, sin 

comprometer el peso ni el estado físico de los animales (84), siendo un modelo adecuado para nuestros 

estudios. 

En este modelo animal, el tratamiento oral con el inhibidor BGB324 consigue reducir de manera significativa la 

fibrosis debido al efecto de la inhibición de AXL en las células estrelladas cuya activación es menor como 

muestran las inmunohistoquímicas de α-SMA. Este inhibidor, mediante la disminución de la expresión de 

citoquinas y quimioquinas, también reduce la infiltración inflamatoria. Asimismo, la colocalización de AXL con α-

SMA y con F4/80 en muestras hepáticas de pacientes cirróticos demuestra un papel de AXL en EHNA no sólo en 

la activación de las CEH sino también en la población de macrófagos. 

La inhibición de AXL además es capaz de reducir la expresión de múltiples genes, inducidos por la dieta, 

relacionados con la síntesis y degradación de matriz extracelular, como colágeno (COL3A1, COL2A1) e 

integrinas (ITGB8, ITGA2); metaloproteinasas (MMP3, MMP2), inhibidores de metaloproteinasa (TIMP, TIMP2) y 

otras proteasas implicadas en fibrosis como la activador de plasminógeno tipo uroquinasa (Plau). Destaca 

también la reducción del gen de la lisil-oxidasa (LOX), enzima que contribuye a la estabilización del colágeno y 
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dificulta la reversión de la fibrosis (413), pues indica que el tratamiento del BGB324 retardaría la progresión a una 

cirrosis irreversible. 

Por otro lado hemos descrito un aumento de expresión en hígado de ratones con EHNA de ADAM10, una 

metaloproteinasa implicada en distintos procesos como la fragmentación de la proteína precursora amiloidea y la 

escisión de AXL. La expresión de ADAM10 también se encuentra aumentada en muestras humanas de 

pacientes de enfermedades hepáticas crónicas y se ha asociado a la severidad de la fibrosis (414). En este 

estudio, se describe además una elevada expresión de esta proteína en CEH humanas aunque también se 

observa la expresión de TACE (ADAM17). ADAM10 fragmenta la quimioquina CX3CL1, que induce la migración 

de monocitos, células de Kupffer y células NK, pero también el receptor de HGF, c-met, regulando así la 

proliferación de células progenitoras del hígado. Por lo tanto, siendo las CEH las principales células que 

expresan AXL en el hígado, podemos proponer a ADAM10 como responsable de su escisión y de su aumento en 

suero en EHNA. 

En los pacientes con EHNA, la detección de AXL soluble mostró un aumento que correlaciona con una fibrosis 

más severa. En un primer momento, el grupo de Mikulits describió el aumento de AXL únicamente en pacientes 

con CHC pero no en pacientes cirróticos. Sin embargo, nuestros resultados previos mostraban niveles elevados 

en pacientes fibróticos con hepatits C y esteatohepatitis alcohólica (167). Tras un análisis con un mayor número 

de muestras, el grupo de Mikulits confirmó este aumento en suero en fibrosis y cirrosis (415, 416). Nuestros 

últimos resultados muestran además que AXL aumenta progresivamente con el desarrollo de la EHNA y por lo 

tanto podría representar un buen candidato para la detección no invasiva de distintos grados de fibrosis en estos 

pacientes. 

A diferencia de lo observado en modelos de inflamación hepática aguda donde la ausencia de AXL es perjudicial 

(165), la deficiencia en AXL protege de la EHNA inducida por la dieta HFD aunque en menor grado que su 

inhibición farmacológica. Esta discordancia puede deberse a los niveles de GAS6 circulantes que se encuentran 

elevados tras el tratamiento con el inhibidor BGB324. Se ha demostrado que GAS6 ejerce propiedades 

hepatoprotectoras (163) aumentando la supervivencia de hepatocitos en casos de isquemia y reperfusión. 

Además GAS6 reduce la inflamación en macrófagos a través de MERTK (417). Por lo que su aumento en suero 

podría reducir el daño hepático inducido por la dieta y activar MERTK en macrófagos activando su función 

fagocítica y antiinflamatoria. 

En el modelo HFD, la expresión hepática de MERTK también está aumentada, como ocurre en pacientes con 

EHNA (169). Este receptor se ha relacionado con la activación de las CEH y su inhibición reduce esta activación 

in vitro (169). Sin embargo, nuestros estudios con animales deficientes en MERTK muestran el desarrollo de una 

EHNA con fibrosis severa, un mayor daño hepático y una inflamación exacerbada. Estos resultados son 

coherentes con otros estudios que demuestran la necesidad de la presencia de macrófagos hepáticos MERTK 

positivos para la resolución del daño inducido por modelos hepáticos agudos como la intoxicación por 

paracetamol (162). De hecho, en el estudio citado anteriormente, MERTK correlaciona con el marcador de 

macrófagos CD68 en muestras de pacientes con EHNA, confirmando su función en los macrófagos hepáticos 

(170). Por eso, este receptor no puede considerarse una diana adecuada para el tratamiento del EHNA por su 

importancia en la resolución de la inflamación hepática. También serían poco recomendables los inhibidores 

duales de AXL y MERTK, desarrollados para cáncer, que podría enmascarar los beneficios de la inhibición de 

AXL en EHNA y otras enfermedades hepáticas crónicas. Por otro lado, una inhibición de estos receptores TAM 

dirigida únicamente a las CEH permitiría evitar los efectos adversos de la inhibición de MERTK en las células 

inflamatorias. 
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Cabe mencionar que la importancia de AXL en la fibrogénesis no se limita únicamente al hígado. Estudios 

recientes muestran que este receptor tiene un papel esencial en la activación de los fibroblastos pulmonares y su 

inhibición reduce la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en modelos animales (418). Por lo tanto, la función 

profibrogénica de AXL no se restringe a las CEH y su activación podría ser relevante en otros órganos 

susceptibles a fibrosis. 

Por último, AXL ha adquirido un papel importante en la carcinogénesis y el inhibidor BGB324 ha mostrado un 

potente efecto antitumoral en diferentes tipos de cáncer (419). Esta inhibición promueve la respuesta inmune 

antitumoral, por lo que su eficacia aumenta en combinación con inhibidores de PD1 como el nivolumab, que ha 

sido aprobado recientemente para el CHC avanzado. De hecho, el cabozantinib, que inhibe AXL entre otras 

quinasa, ha mostrado un aumento de la supervivencia de pacientes con CHC avanzado en ensayos de fase III 

(420). Por lo tanto, aunque el efecto del BGB324 no se ha probado en modelos de cáncer hepático, su uso en el 

tratamiento del EHNA podría beneficiar a los pacientes con predisposición a desarrollar de cáncer. 

Por lo tanto, dada la eficacia del inhibidor BGB324 reduciendo la fibrogénesis y la inflamación en modelos de 

EHNA (Figura 12), la detección de AXL soluble en suero de pacientes con EHNA y su importancia en la 

activación de las CEH, este receptor se presenta como una buena diana terapéutica y un marcador sérico de 

fibrosis que podría mejorar el diagnóstico de la EHNA. Dada la implicación de AXL en EMT y carcinogénesis, 

queda pendiente analizar el papel que podría tener AXL durante el desarrollo de CHC en un contexto de EHNA. 

 

Figura 12: Resumen esquemático del efecto de la inhibición de AXL en EHNA. 

BGB324 disminuye la activación de las células estrelladas (CEH) por lo que se genera menos matriz extracelular reduciendo la 

fibrosis. El aumento de GAS6 circulante por un lado, disminuye la secreción de citoquinas inflamatorias a través de MERTK en 

macrófagos (MØ) y células de Kupffer (KC), favoreciendo la resolución de la inflamación, y por otro lado promueve la 

supervivencia en los hepatocitos. 
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Respecto al carcinoma hepatocelular, su incidencia está en aumento y puede llegar al millón de casos anuales 

en los próximos años. La detección temprana de CHC ha mejorado gracias a los programas de vigilancia pero la 

mayoría de pacientes serán tratados con terapias sistémicas en estadios avanzados. Estas terapias sistémicas, 

como el sorafenib y recientemente el regorafenib, mejoran la supervivencia de los paciente prolongando la vida 

aproximadamente un año por lo que el CHC todavía es uno de los canceres con más mortalidad. Los análisis 

genómicos han permitido identificar las alteraciones moleculares más comunes en CHC, como las mutaciones de 

TERT o de la vía WNT, sin embargo la heterogeneidad molecular de estos tumores y el hecho que estas 

mutaciones habituales son intratables dificultan el tratamiento. 

El sorafenib ha sido durante años el único tratamiento estándar pero su eficacia era limitada por problemas de 

tolerancia o la adquisición de resistencia. Los nuevos fármacos aprobados o a punto de aprobar por el éxito en 

ensayos clínicos abren una nueva ventana de posibilidades en el tratamiento de CHC avanzado y con ello la 

problemática de escoger el tratamiento más eficaz para cada paciente. Siguiendo esta línea, en este trabajo se 

ha pretendido identificar patrones de expresión relacionados con la resistencia y la susceptibilidad del sorafenib 

en CHC y al mismo tiempo definir dianas potencialmente tratables. 

En el estudio de los esfingolípidos se demuestra que el sorafenib induce un aumento de la síntesis de ceramida 

vía SMasa, así como un incremento de la expresión y de la actividad de GCS en líneas celulares de hepatoma. 

Este aumento provoca la glicosilación de la ceramida, disminuyendo su efecto antiproliferativo y proapoptótico. 

Por ello, quisimos comprobar si la actividad de la GCS intervenía en el tratamiento con el sorafenib. Hemos 

demostrado que la inhibición del enzima mediante PDMP consigue mantener elevados los niveles de ceramida 

potenciando el efecto citotóxico del sorafenib en células de hepatoma. Estos resultados, muestran que el 

sorafenib, al igual que otros quimioterapéuticos, altera el metabolismo de los esfingolípidos evadiendo la muerte 

celular inducida por la ceramida.  

El metabolismo de los esfingolípidos se ha relacionado ampliamente con la ineficacia de tratamientos 

antitumorales y, en concreto, la GCS se asocia a resistencia terapéutica en muchos tipos de cáncer como 

leucemias, melanoma o neuroblastoma (327). Nuestros resultados muestran que una mayor expresión de GCS 

en las células resistentes a sorafenib atenúa su efecto citotóxico. Por lo tanto, hemos demostrado que la 

actividad y la expresión de la GCS es mecanismo de resistencia a sorafenib en hepatocarcinoma. La expresión 

de la GCS podría identificar tumores con menor sensibilidad a sorafenib, sin embargo la obtención de muestras 

tumorales humanas en CHC avanzado no es fácil y la validación de la GCS como marcador de resistencia en 

tumores humanos tratados con sorafenib no se ha podido llevar a cabo. 

El PDMP fue desarrollado como inhibidor reversible de la GCS por su similitud estructural con la glucosilceramida 

y ha servido como base para la identificación de nuevos inhibidores. Algunos de estos inhibidores han sido 

examinados en ensayos clínicos para enfermedades lisosomales. El eliglustat tartrato es uno de ellos y presenta 

una buena biodisponibilidad oral y poca toxicidad. Este inhibidor de GCS ha sido aprobado para el tratamiento de 

la enfermedad de Gaucher, caracterizada por la deficiencia de β-glucocerebrosidasa, que provoca una 

acumulación de glucosilceramida en los lisosomas sobre todo en hígado y bazo. El tratamiento con eliglustat 

disminuye la formación de glucosilceramida disminuyendo los síntomas de la enfermedad (421). Por lo tanto, 

este inhibidor, que ya se administra a pacientes sin efectos adversos graves, es un candidato para un posible 

tratamiento combinatorio en cáncer para favorecer el efecto citotóxico de las ceramidas y en concreto en CHC 

donde datos preliminares muestran un efecto potenciador del eliglustat combinado con el sorafenib. 

Algunos estudios, sin embargo, apuntan a una menor importancia de la GCS en resistencia debido a que este 

enzima actúa más eficientemente sobre la ceramida producida mediante síntesis de novo que mediante hidrólisis 
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(422). Esto podría explicarse por la localización de este enzima en el aparato de Golgi. Nuestros datos indican 

que el sorafenib induce la producción de ceramidas a través de ASMasa y son necesarios más estudios para 

determinar la función de la GCS respecto a la ceramida derivada de la esfingomielina así como sobre el 

transporte de estos esfingolípidos entre los orgánulos de la célula. Otra alternativa a la inhibición de GCS, es la 

administración de ceramidas mediante liposomas cuyo potencial terapéutico ya ha sido probado en modelos 

animales de CHC (423). 

La mitocondria es un elemento clave en la toxicidad de las ceramidas. Un aumento de ceramida disminuye la 

actividad de la cadena respiratoria, produce la despolarización de la membrana mitocondrial y aumenta la 

producción de ROS (310). Las ceramidas de la membrana mitocondrial también pueden interaccionar con 

autofagosomas que contienen LC3-II induciendo mitofagia (424). En las células de hepatoma, el sorafenib vía el 

aumento de ceramidas o mediante la inhibición de quinasas, induce una rápida despolarización de la membrana 

mitocondrial así como un aumento de ROS y la inactivación del complejo I de la cadena respiratoria; no obstante, 

las células mantienen la integridad de la mitocondria en tratamientos cortos. Como mecanismo de adaptación, 

las células tumorales son capaces de inducir autofagia y de desviar la obtención de ATP vía glicolisis (el llamado 

efecto Warburg) y además pueden sobrevivir con una pequeña fracción de mitocondrias intactas (281, 425). De 

hecho, estudios recientes indican que las células inducen la vía glicolítica para reducir el efecto citotóxico del 

sorafenib (426). Por lo tanto, según nuestros resultados, las células de hepatoma son capaces de contrarrestar el 

daño mitocondrial causado por el sorafenib pero no sobreviven tras el incremento mayor de ceramida producido 

por la inhibición de GCS. Pese a no ver diferencias en la actividad de GAPDH, enzima importante en la glucólisis, 

no podemos descartar que las ceramidas bloqueen la glicolisis como ocurre en LLC  tras la administración 

ceramidas vía liposomas. Pero sí podemos concluir que estas ceramidas inducen una disfunción irreversible de 

la mitocondria caracterizada por la MOMP y una disminución de ATP que desencadenan un colapso energético y 

una muerte independiente de caspasa. 

Otras publicaciones ya han relacionado las ceramidas con la pérdida de integridad de la mitocondria puesto que 

los dominios ricos en ceramida en la membrana mitocondrial facilitan la inserción de BAX/BAK y su 

oligomerización para formar poros (329, 427, 428). Por otro lado, las ceramidas también influyen en la función de 

proteínas antiapoptóticas. La defosforilación de BCL-2 por parte de la fosfatasa mitocondrial PP2A, diana de las 

ceramidas, aumenta el potencial antiapoptótico de esta proteína (429); y BCL-XL es responsable de la 

supervivencia en células de adenocarcinoma pulmonar resistentes a vinorelbina tras el aumento de la actividad 

de GCS (430). Por lo tanto, en el caso del sorafenib, pese a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y 

el aumento de ceramidas, proteínas antiapoptóticas podrían frenar esta inserción reduciendo su citotoxicidad y la 

inhibición de las mismas podría beneficiar en el tratamiento antitumoral del CHC. 

Pese a la inhibición de la expresión de MCL-1 y el daño mitocondrial, las células de hepatoma tratadas con 

sorafenib evaden la MOMP y la muerte celular. Con la intención de potenciar el efecto mitocondrial del sorafenib, 

hemos descrito que la inhibición de BCL-2 y BCL-XL mediante el mimético de BH3, ABT-263, induce apoptosis 

caspasa-dependiente a través de una rápida permeabilización de la membrana mitocondrial. La combinación de 

sorafenib y ABT-263 es efectiva en dos modelos de tumores subcutáneos donde se observa un menor 

crecimiento tumoral y mayor apoptosis. Hemos descrito alteraciones en la expresión de proteínas pro y 

antiapoptóticas de la familia Bcl-2 en células resistentes que podrían favorecer la evasión de la apoptosis y la 

generación de resistencia. La combinación de sorafenib con ABT-263 disminuye también la viabilidad de células 

resistentes a sorafenib confirmando la relevancia de las proteínas Bcl-2 en esta resistencia.  
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La importancia de la familia de proteínas Bcl-2 en la progresión de los tumores así como en la respuesta a 

terapia es indudable. La aparición de los miméticos de BH3 ha facilitado la terapia anticancerígena 

aprovechándose de la dependencia de estas proteínas, como el uso del ABT-199 en leucemias. De hecho, el 

concepto de BH3 profiling es una técnica desarrollada para determinar la inducción de MOMP mediante la 

exposición a péptidos BH3 identificando así las dependencias a proteínas antiapoptóticas en células tumorales. 

La evolución de este proceso, el DBP (dynamic BH3 profiling) ha surgido como una herramienta de medicina 

personalizada para predecir la respuesta a fármacos de muestras tumorales ex vivo basándose en la capacidad 

del fármaco de sensibilizar la célula a apoptosis (431). Nuestros resultados muestran que el sorafenib altera la 

expresión de genes de proteínas pro y antiapoptóticas y que la administración del mimético ABT-263 es capaz de 

sensibilizar células de hepatoma y tumores subcutáneos a sorafenib, exponiendo una nueva estrategia 

combinatoria para el tratamiento de CHC (Figura 13). 

Uno de los inconvenientes del ABT-263 son sus efectos adversos, aunque pueden controlarse adecuando la 

dosis de administración. El principal efecto adverso es la trombocitopenia derivada de la importancia de BCL-XL 

para la supervivencia de las plaquetas, así que decidimos analizar si otros miméticos potenciaban el efecto del 

sorafenib. Contrariamente, la inhibición específica de BCL-2 con ABT-199 no mostró ningún efecto sinérgico, 

mientras que el inhibidor específico de BCL-XL, A-1155463, reproducía los resultados del navitoclax. Esto sugiere 

que el carcinoma hepatocelular es un tumor dependiente de BCL-XL. Sin embargo BCL-2 está alterado en 

muchas de las muestras tumorales humanas analizadas, por lo que la inhibición de ambas podría ser 

conveniente para el tratamiento de CHC. BCL-XL y BCL-2 no interaccionan con las mismas proteínas 

proapoptóticas, lo que podría explicar esta dependencia. Mientras que BIM, cuyos niveles aumentan tras el 

tratamiento con sorafenib, interacciona con todas las proteínas antiapoptóticas; BAK sólo interacciona con BCL-

XL y MCL-1. La combinación de sorafenib y ABT-263, liberaría por completo a BAK y BAX favoreciendo su 

inserción en la membrana mitocondrial. Además, no hay que olvidar que se ha descrito la capacidad de BCL-XL 

de desestabilizar los canales formados por ceramidas y por BAX en membranas mitocondriales (432). 

Resulta interesante que la inhibición de BCL-XL ejerza un papel antifibrótico en hígado. Un estudio reciente 

muestra la capacidad de los inhibidores A-1331852 y ABT-263 de inducir la muerte de fibroblastos activados 

mediante PDGF y reducir in vivo la fibrosis en el modelo transgénico deficiente en MDR2 (433). Puesto que una 

gran mayoría de CHC se desarrolla en hígados fibróticos y que los fibroblastos o CEH tienen un papel importante 

en la progresión tumoral, el tratamiento con ABT-263 y sorafenib podría beneficiar no solo induciendo muerte de 

las células tumorales sino también en las células del microambiente. 

Por otro lado, estos últimos años, han crecido las evidencias médicas de un relación entre el principal efecto 

secundario del sorafenib, la reacción cutánea mano-pie, y una respuesta eficaz al tratamiento (434). 

Curiosamente, hemos observado que la administración de sorafenib in vivo induce la expresión de genes 

relacionados con la inflamación como TLR4 o PYCARD (componente del inflamasoma) en tumores subcutáneos. 

Estos resultados preliminares podrían indicar una relación entre el daño mitocondrial inducido por el sorafenib y 

la respuesta inflamatoria, en concreto la activación del inflamasoma. Son necesarios estudios más extensos para 

comprender el papel del sorafenib en inflamación y su relación con los efectos adversos cutáneos. 

Mediante estudios de interacciones y análisis de expresión proteica o génica, se han establecido perfiles de 

expresión de la familia Bcl-2 en distintos tipos de tumores, que han permitido identificar dependencias de las 

células tumorales a alguno de los miembros de la familia y predecir la eficacia de las terapias (388, 435, 436). En 

nuestro estudio, hemos descrito alteraciones en la expresión génica de estas proteínas en tumores tratados con 

sorafenib y hemos observado una relación entre los niveles de BCL-2 y MCL-1 y la eficacia del tratamiento con 
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sorafenib. La aparición de nuevos fármacos para el CHC en los próximos años realza la necesidad de 

marcadores de sensibilización para facilitar la decisión médica. De corroborarse estos resultados en tumores 

humanos, el ratio BCL-2/MCL-1 podría emplearse en biopsias de tumores hepáticos para predecir la efectividad 

del sorafenib y poder administrar un tratamiento alternativo más eficaz. Actualmente, la biopsia de CHC durante 

el tratamiento no es una práctica habitual, sin embargo el análisis de biopsias pre y post sorafenib, permitiría 

confirmar estos perfiles de expresión y su uso como marcador de eficacia y de estratificación de los pacientes 

según la respuesta a sorafenib prevista. Estos resultados se basan en la expresión génica de estas proteínas, no 

obstante son necesarios más estudios para entender estas dependencias en CHC debido a las modificaciones 

postraduccionales que sufren estas proteínas y a las complejas interacciones entre ellas.  

En resumen, estos resultados demuestran que el sorafenib, mediante el aumento de ceramidas, la inhibición de 

quinasas y la disminución de MCL-1 debilita la mitocondria induciendo la pérdida de potencial de membrana y la 

producción de ROS. En esta tesis se presentan dos estrategias terapéuticas, la inhibición de GCS y el uso de 

miméticos de BH3, que aprovechan esta disfuncionalidad para inducir la muerte de las células tumorales de 

manera independiente y dependiente de caspasa respectivamente. Además hemos confirmado el aumento de 

expresión de GCS como un marcador de resistencia a sorafenib en CHC y hemos propuesto el perfil de 

expresión de proteínas Bcl-2 como marcador de respuesta a sorafenib. 
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1. La activación del receptor AXL es suficiente para inducir la activación de las células estrelladas 

hepáticas. 

2. La inhibición de AXL reduce la fibrosis y la inflamación en modelos murinos de EHNA. 

3. AXL soluble es un buen marcador sérico de fibrosis y su progresión en EHNA. 

4. AXL está sobreexpresado en hígados de pacientes con EHNA y es expresado por macrófagos y CEH. 

5. El sorafenib produce un aumento de ceramidas e incrementa la expresión de enzimas relacionados con 

el metabolismo de los esfingolípidos. 

6. La inhibición de la GCS mediante el PDMP potencia el efecto antitumoral del sorafenib in vitro e in vivo 

induciendo una muerte independiente de caspasa. 

7. GCS está sobreexpresada en células resistentes a sorafenib y su inhibición revierte esta resistencia. 

8. El sorafenib produce una rápida despolarización de la membrana mitocondrial sensibilizando y 

debilitando la mitocondria. 

9. El mimético de BH3 ABT-263 induce apoptosis en células sensibles o resistentes tratadas con sorafenib 

y su administración oral junto al sorafenib disminuye el crecimiento tumoral en modelos xenográfos. 

10. El sorafenib altera la expresión de proteínas de la familia Bcl-2 in vivo induciendo un aumento del ratio 

BCL-2/MCL-1 que podría predecir la efectividad del tratamiento. 
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