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RESUMEN

La presencia de lesion en el parénquima celular es comiin a
un gran nimero de enfermedades crénicas del higado, como
por ejemplo las hepatitis virales, la hepatitis alcohdlica, las
colestasis cronicas o la esteatohepatitis. Aunque la patogenia
puede variar segiin el agente etiologico, hay una serie de me-
canismos comunes a todas ellas. Entre estos mecanismos
destacan la activacion de las células de Kupffer y el recluta-
miento de células inflamatorias, la formacion de radicales li-
bres del oxigeno y la aparicién de estrés oxidativo, la pro-
duccion de citocinas, principalmente del factor de necrosis
tumoral alfa y el factor de crecimiento transformante beta, y
la liberacion de mediadores de inflamacién derivados de la
oxidacion del acido araquidénico a través de la ciclooxigena-
sa 2 y la S-lipooxigenasa.

BASIC MECHANISMS OF HEPATOCELLULAR
INJURY. ROLE OF INPLAMMATORY LIPID
MEDIATORS

The presence of a lesion in the cellular parenchyma is com-
mon to a large number of chronic liver diseases, such as vi-
ral hepatitides, alcoholic hepatitis, chronic cholestasis and
steatohepatitis. Although the pathogenesis may vary accor-
ding to the etiological agent, a series of mechanisms is com-
mon to all. Notable among these mechanisms are Kupffer
cell activation and inflammatory cell recruitment, free oxy-
gen radical formation and the development of oxidative
stress, cytokine production, mainly TNFa and TGFb, and
inflammatory mediator release due to arachidonic acid oxi-
dation through the COX-2 and 5-L.O pathways.
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INTRODUCCION

En todos los drganos y tejidos de nuestro organismo se
producen episodios de lesion celular en respuesta a la ac-
cion de noxas fisicas, quimicas o bioldgicas (virus). En el
caso concreto del higado, la lesién celular se manifiesta
principalmente con la muerte de las células parenquima-
tosas o hepatocitos. En el caso de que el dafio hepatico
sea limitado, por ejemplo tras una hepatitis aguda, se pro-
duce una rapida respuesta regenerativa de los hepatocitos
que reemplaza al tejido afectado y restablece la arquitec-
tura hepatica normal. Sin embargo, cuando el agente lesi-
vo actia de forma persistente y su accion sobrepasa la ca-
pacidad hepatica de defensa y reparacion, se produce una
respuesta caracterizada por una regeneracion celular de-
sordenada y el desarrollo de inflamacién y fibrosis'?. Du-
rante este proceso, la capacidad de regeneracion hepatica
disminuye, mientras que la producciéon de componentes
de la matriz extracelular (colageno fibrilar, fibronectina,
glucosaminoglicanos...) aumenta considerablemente. En
fases avanzadas, la poblacion normal de hepatocitos es
parcialmente sustituida por la deposicién desorganizada
de estos componentes de la matriz extracelular, lo que
causa una paulatina disminucién de la masa hepatocelular
y una progresiva distorsion anatomica y funcional del lo-
bulillo hepatico'2. El resultado final es la cirrosis, desde
el punto de vista anatomico, y la insuficiencia hepatica
cronica, desde el punto de vista funcional, una afeccién
clinica que ocasiona la mayor parte de la morbimortali-
dad en las enfermedades hepaticas.

La aparicion de dafio hepatocelular es un hallazgo comun
a practicamente todas las hepatopatias cronicas, como es
el caso de la infeccion cronica por el virus de la hepatitis
C, la hepatitis alcohdlica, las colestasis cronicas o la estea-
tohepatitis no alcohdlical?. De todas formas, aunque el
desarrollo de lesion hepatocelular es comun a la mayoria
de enfermedades cronicas del higado, su patogenia varia
segun el agente etioldgico. Asi, el daiio hepatico de ori-
gen alcoholico se caracteriza por la presencia de valores
elevados de lipopolisacarido (LPS) de origen bacteriano
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con capacidad de promover la liberacion de cantidades
ingentes de agentes citotoxicos y de mediadores de infla-
macién (citocinas, eicosanoides...) por las células de
Kupffer y de inducir la infiltracion de leucocitos polimor-
fonucleares®. El dafio hepatico de origen alcohdlico se
produce también como consecuencia de la presencia de
acetaldehido, que es el metabolito del alcohol con mayor
capacidad para generar estrés oxidativo en los hepatoci-
tos®. En el caso de las colestasis cronicas, el dafio hepato-
celular se debe a la acumulacion de un exceso de acidos
biliares que estimulan la produccion de radicales libres y
desencadenan una intensa respuesta inflamatoria®. En el
caso de las hepatopatias virales, la lesion hepatocelular
estda mediada por la respuesta inmune del huésped a los
hepatocitos infectados que expresan en su membrana pro-
teinas virales, lo que causa un alto grado de necrosis he-
patocitaria y una reaccion inflamatoria caracterizada por
la infiltracion de linfocitos®. Por ultimo, en el caso de la
esteatohepatitis no alcoholica, la manifestacion hepatica
del sindrome metabolico, la acumulacion de lipidos en el
interior de los hepatocitos promueve el desarrollo de
estrés oxidativo, inflamacién, muerte celular y fibrosis®.
Hasta el momento se han descrito diversos mecanismos
moleculares que son comunes a una gran parte de estas
hepatopatias. Aunque la mayoria de estos mecanismos se
han identificado en estudios realizados en modelos expe-
rimentales, los datos aportados se pueden extrapolar, con
ciertas limitaciones, a la patologia humana. Entre los me-
canismos implicados en el desarrollo de lesion hepatica
destacan las siguientes: la activacion de las células de
Kupffer y el reclutamiento de células inflamatorias
(neutrofilos y monocitos); la aparicion de estrés oxidativo
debido a la formacién de radicales libres, principalmente
derivados del oxigeno; la produccién de citocinas, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGFR) y, por ultimo, la
liberacion de mediadores lipidicos de inflamacion deriva-
dos del acido araquidénico, como las prostaglandinas
(PG), los leucotrienos (LT) y el factor de activacion de
las plaquetas (PAF). A continuacion se describen con ma-
yor detalle cada uno de estos mecanismos, haciendo espe-
cial hincapié¢ en el papel en la necroinflamacion y la fi-
brosis hepatica de los mediadores lipidicos derivados del
acido araquidonico.

PAPEL DE LAS CELULAS DE KUPFFER
Y DEL INFILTRADO INFLAMATORIO

Hay evidencias sélidas que demuestran la participacion
directa de las células de Kupffer en la patogenia de la le-
sion hepatocelular. Las células de Kupftfer son los macro-
fagos residentes en el higado y se encuentran formando
parte de la unidad estructural funcional de este 6rgano, el
sinusoide hepatico’. El principal papel fisioldgico de las
células de Kupffer es eliminar mediante fagocitosis todo
tipo de particulas extrafias, innecesarias o alteradas de la
circulacion sanguinea®. Por ejemplo, estas células desem-
penan un papel clave en el proceso de captacidén y detoxi-
ficacion de la endotoxina que llega del flujo venoso

portal®!, Las células de Kupffer actuan también, al igual
que otros fagocitos mononucleares, como células presen-
tadoras de antigeno que activan la respuesta inmune deri-
vada de los linfocitos T!.

Se ha descrito que ciertos estimulos, como la obesidad, el
consumo cronico de alcohol, la endotoxina o los com-
puestos procedentes de la degradacion de farmacos o
xenobiodticos inducen la activacion de las células de
Kupffer'?, Una vez activadas, estas células liberan canti-
dades ingentes de citocinas (interleucina [IL] 1, IL-6,
IL-10 y TNFa), radicales libres del oxigeno (anién su-
peroxido) y metabolitos del acido araquidénico (PGD,,
tromboxano [TX] A,, PGE, y LT) (tabla I). En la mayoria
de casos, la activacion de las células de Kupffer se asocia
al reclutamiento de neutréfilos y monocitos circulantes,
los cuales amplifican de forma significativa la respuesta
inflamatoria. En cualquier caso, la lesion tisular se produ-
ce cuando los mediadores de inflamacion liberados por
las células inflamatorias actian de forma paracrina sobre
las células adyacentes, ya sean hepatocitos o células
hepaticas estrelladas'?'>. La liberacion desproporcionada
de mediadores junto con la secrecion de enzimas lisoso-
males por las células de Kupffer favorece la aparicion de
dafio tisular, caracterizado principalmente por focos de
necrosis y de inflamacion. Las células de Kupffer activa-
das modifican también los procesos metabolicos clave en
las células parenquimatosas, como la liberaciéon de albu-
mina por los hepatocitos, lo que altera la funcidén hepatica
y contribuye al desarrollo de la lesion en este 6rgano'. La
prueba de concepto del papel que ejercen las células de
Kupffer en la lesion hepatica es que su inactivacion y eli-
minacion selectiva, mediante por ejemplo la administra-
cion de cloruro de gadolinio (GdCl;), normaliza los valo-
res séricos de aspartato aminotransferasa (AST) y
previene la lesion hepatica tras la administracion de tetra-
cloruro de carbono (CCl,)'¢.

Quiza el ejemplo paradigmatico de la participacion de las
células de Kupffer en el dafio hepatico sea la hepatitis al-
cohdlica. Es bien sabido que la ingesta abusiva de alcohol
es capaz de alterar la permeabilidad intestinal y aumentar
de esta forma la entrada al higado de endotoxina a través

TABLA I. Principales mediadores de inflamacion y lesion
hepatocelular liberados por las células de Kupffer

Citocinas | Quimiocinas Mediadores Especies Otros
Factor lipidicos reactivas
crecimiento del oxigeno
IL-1 MIP-1 PGD, 0, PAI-1
IL-6 MCP-1 15d-PGlJ, ONOO- Fibronectina
1L-8 PGF2a H20, C3yCsa
IL-10 TXA,
TNFa LTB,
TGFRB LTC4/LTD4/LTE,
PAF
Isoprostanos

C3 y C5a: factores de complemento; H,0O,: peroxido de hidrogeno;

IL: interleucina; LT: leucotrieno; MIP-1: proteina inflamatoria de macrofagos-1;
MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1; O,: anién superoxido;
ONOO:: anion peroxinitrito; PAI-1: activador del plasminogeno; PAF: factor de
activacion plaquetaria; PG: prostaglandina; TGF: factor de crecimiento
transformante; TNF: factor de necrosis tumoral; TX: tromboxano
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de la vena porta. En condiciones normales, las células de
Kupffer presentan un estado de tolerancia a la endotoxi-
na, pero su exposicion a cantidades elevadas de esta sus-
tancia, o bien la presencia de células de Kupffer en estado
parcialmente activado por otras causas, conduce a la libe-
racién masiva de especies reactivas del oxigeno, citocinas
(principalmente TNFa) y eicosanoides (principalmente
LT) con capacidad de dafiar el parénquima hepatico'”"°.
También se ha apuntado que las células de Kupffer se ac-
tivarian por factores liberados por los hepatocitos en res-
puesta al alcohol. Por ejemplo, se ha descrito que las cé-
lulas de Kupffer en presencia de un medio condicionado
procedente de cultivos de hepatocitos tratados con al-
cohol, secretan IL-8, un potente agente quimiotactico in-
ductor de la infiltracién de neutrofilos?. Otros autores,
sin embargo, han demostrado que la liberacién de IL-8
por los hepatocitos se produce en respuesta a factores de-
rivados de las células de Kupffer activadas por el etanol,
principalmente de IL-1 y TNFa?!22,

Otro ejemplo de la participacion de las células de Kupffer
en la lesion hepatocelular es el daio inducido por farma-
cos o xenobioticos. La via hepatobiliar junto con el rifion
constituyen la principal via excretora de xenobidticos.
Esto significa que las células hepaticas no so6lo metaboli-
zan los nutrientes procedentes del intestino y los produc-
tos metabodlicos enddgenos procedentes de otras partes
del organismo, sino que también participan activamente
en el metabolismo de los xenobioticos y farmacos. En
condiciones normales, los farmacos son eliminados por la
bilis primaria, hepatocelular o canalicular, elaborada por
los hepatocitos mediante un proceso de filtracion osmoti-
ca®. Sin embargo, en determinadas circunstancias, por
ejemplo tras una sobredosis de farmacos, las células de
Kupffer se activan y desencadenan un proceso de lesion
hepatica. Un ejemplo paradigmatico de dafio hepatico in-
ducido por farmacos lo constituye la intoxicacién por
acetaminofeno, que se caracteriza por la rapida aparicion
de insuficiencia hepatica seguida por una intensa inflama-
cioén y, finalmente, regeneracion del tejido lesionado?. La
hepatotoxicidad al acetaminofeno se debe a la conversion
por enzimas microsomales de este farmaco a un metaboli-
to reactivo (la imina de N-acetil-p-benzoquinona), que se
une a macromoléculas del tejido hepatico e inicia una
reaccion necrdtica y la activacion de las células de
Kupffer?.

La activacion de las células de Kupffer se asocia habitual-
mente a la infiltracion de células inflamatorias en el
parénquima hepatico. Esto es muy evidente en el caso del
dafio hepatico por isquemia-reperfusion. Hay evidencias
morfologicas de la activacion de las células de Kupffer 1-
3 h después de la reperfusion del higado?®. Como conse-
cuencia de su activacidén se produce el reclutamiento de
neutréfilos y la liberacion por ambos tipos celulares
de anién superoxido, TNFa, factor activador de las pla-
quetas (PDGF), LTB,, PGD,, PGE, y TXA,, factores que
desencadenarian la lesion tisular?’. La inactivacién de las
células de Kupffer mediante GdCl, es capaz de reducir la
lesidon hepatocelular en modelos experimentales de reper-
fusion y trasplante?’.
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CITOCINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO

Las citocinas y los factores de crecimiento son mediado-
res de comunicaciéon celular de bajo peso molecular®.
Aunque con notables diferencias en cuanto a la cantidad,
casi todas las células de nuestro organismo, entre las que
se incluye la mayoria de células hepaticas, poseen la ca-
pacidad de producir y secretar citocinas. Una vez libera-
das, las citocinas interaccionan con receptores especificos
en las células diana donde inducen multiples respuestas,
frecuentemente de una forma pleiotropica?. El grupo de
citocinas mas relevante son las IL (hay un total de 18 IL
diferentes), el TNFa, el interferon gamma (IFNvy) y el
TGFR. En el contexto de la lesion hepatica, el TNFa y el
TGFB desempefian un destacado papel, ya que son im-
portantes mediadores de inflamacién y de remodelado de
matriz extracelular y de fibrogénesis.

Hay amplias evidencias que indican la asociacién entre
la sefializacion del TNFa con la muerte hepatocelular®.
Los efectos bioldgicos del TNFa estdn mediados por su
union a dos receptores de membrana: TNF-R1 y TNF-
R2%. Los efectos biologicos del TNFa pueden estar
también mediados por el factor de transcripcion NF-
kB2%3% En hepatocitos, la unién del ligando al receptor
TNF-RI1 se asocia a la induccién de apoptosis, aunque la
participacion del receptor TNF-R2 en la apoptosis me-
diada por células T no se puede descartar totalmente?-,
Ademas, en la mayoria de circunstancias, el TNFa indu-
ce la liberacion de otras citocinas inflamatorias, como la
IL-1 y la IL-6, por los macréfagos hepaticos, lo que am-
plifica y cronifica el grado de lesion hepatocelular®-°.
En estudios realizados en humanos se ha descrito una
estrecha asociacion genética entre diversos polimorfis-
mos del promotor del TNFa y el riesgo de desarrollar
hepatopatia alcoholica®! y hepatitis fulminante®2. En es-
tudios experimentales se ha demostrado que el TNFa
tiene un papel causal en la lesién hepatica provocada
por el alcohol y en la hepatotoxicidad inducida por D-
galactosamina®. En el modelo de D-galactosamina, por
ejemplo, el TNFa induce la activacion de la via de las
caspasas, lo que provoca la muerte de los hepatocitos
por apoptosis, la infiltracién de leucocitos y la muerte
por fallo hepatico®. Estos efectos hepatotoxicos estarian
mediados por el receptor TNF-R1, puesto que los rato-
nes deficientes para este receptor estan protegidos frente
al dafio hepatico inducido por la D-galactosamina’.
Ademas, el TNFa ejerce un papel importante en el mo-
delo de CCl,, ya que los ratones deficientes para sus
2 receptores son resistentes al desarrollo de necroinfla-
macion y fibrosis inducido por este hepatotdxico.
Evitar los efectos daninos del TNFa en los hepatocitos
proporcionaria una via terapéutica importante para el
tratamiento de la hepatopatia alcohdlica o toxica. Una
de las alternativas terapéuticas disponibles actualmente
es el farmaco infliximab (Remicade®), un anticuerpo
monoclonal quimérico dirigido contra TNFa. Este anti-
cuerpo se utiliza actualmente en el tratamiento de la en-
fermedad de Crohn y la artritis reumatoide, y esta en
fase de ensayo clinico para el tratamiento de la sarcoi-
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dosis y la vasculitis**-*8, En el caso del higado, dos estu-
dios clinicos preliminares apuntan hacia un efecto bene-
ficioso del infliximab en pacientes con hepatitis alcoho-
lica grave®*. Sin embargo, se han documentado la
aparicion de efectos adversos (p. ej., mayor incidencia
de infecciones) y los ensayos con infliximab han sido
suspendidos*!. Ademas, la seguridad de este farmaco se
halla en entredicho, sobre todo después de haberse de-
tectado episodios de reactivacion del virus de la hepati-
tis B o de la hepatitis autoinmune en pacientes con en-
fermedad de Crohn o con artritis bajo tratamiento con
este farmaco*>%.

El TGFB es una citocina/factor de crecimiento involu-
crada en la progresion de la lesion hepatica. EI TGF( es
esencialmente un citocina profibrética que desempeiia
un papel fundamental en la activacién de las células
hepaticas estrelladas (HSC) y en el desarrollo de fi-
brogénesis*. En concreto, en respuesta al TGFR libera-
do por las células de Kupffer, las HSC sufren un proce-
so de transdiferenciacion desde un fenotipo quiescente
almacenador de lipidos, a un fenotipo activado que se
asemeja a un miofibroblasto. Una vez activadas, las
HSC producen los principales componentes de la matriz
extracelular, y secretan mediadores proinflamatorios (ci-
tocinas, quimiocinas...), los cuales activan las HSC cir-
cundantes y, por tanto, autoperpetuan el dafio hepatico.
De hecho, algunos estudios experimentales demuestran
que los ratones transgénicos que sobreexpresan TGF(3
desarrollan fibrosis hepatica de forma espontanea®,
mientras que el bloqueo de su sintesis o de su mecanis-
mo de sefializacion da lugar a un efecto antifibrogénico
neto®.

ESTRES OXIDATIVO

La mayoria de procesos bioldgicos relacionados con la
generacion de energia por la mitocondria y las reaccio-
nes de detoxificacion celular generan de forma inevita-
ble radicales libres, moléculas altamente inestables que
contienen un electron desapareado y, por tanto, altamen-
te reactivo*’. Hay factores externos que aumentan la
produccion de radicales libres en nuestro organismo,
como el consumo de tabaco y alcohol o las radiaciones
ionizantes*’. Los radicales libres mas comunes son los
productos derivados del metabolismo del oxigeno (espe-

TABLA 1I. Lista de las especies reactivas del oxigeno mas
relevantes en la lesion hepatica

Radicales
Hidroxilo OH
Anion superoxido 0,
Oxido nitrico NO
Radical peroxilo RO,
Radical lipido peroxilo LOO
No radicales
Anidn peroxinitrito ONOO-
Acido hipocloroso HCIO
Peroxido de hidrégeno H,0,
Ozono s
Hidroperoxido lipidico LOOH

cies reactivas del oxigeno [ROS]) (tabla II) y del nitro-
geno (especies reactivas del nitrogeno [RNS]). ROS y
RNS pueden combinarse entre ellos dando lugar a espe-
cies mas toxicas o dafiinas, como el ani6on peroxinitrito
(ONOO"), un producto resultante de la reaccion del
anion superoxido (O,") y el 6xido nitrico (NO). En el or-
ganismo, las ROS reaccionan avidamente con sustratos
organicos, como los lipidos, las proteinas y el ADN,
dafiando las células y promoviendo el desarrollo de di-
versas enfermedades?’. Afortunadamente, nuestro orga-
nismo posee sistemas antioxidantes, como la superéxido
dismutasa (SOD) o la glutation peroxidasa, con capaci-
dad de amortiguar los efectos de las ROS. En condicio-
nes normales, el balance entre las ROS y los sistemas
antioxidantes estd equilibrado, pero en ciertas circuns-
tancias puede haber una sobreproduccion de ROS o un
descenso de los sistemas antioxidantes, dando lugar a la
aparicion de estrés oxidativo y lesion celular’.

El estrés oxidativo ejerce un papel preponderante en la
patogenia de la lesion hepatocelular. De hecho, se ha
descrito una sobreproducciéon de ROS y un aumento de
la peroxidacion lipidica en pacientes con hepatitis alcoho-
lica, esteatohepatitis y cirrosis*®. De forma experimen-
tal, hay estudios que apoyan un papel central para el
estrés oxidativo en la patogenia de la lesidén hepatica. En
concreto, en el modelo de CCL,, en el cual la generacion
de radicales libres produce una lipoperoxidacion hepati-
ca masiva, la administracion de agentes antioxidantes,
como el cinc, la vitamina E o el S-adenosil-metionina
(SAME), es capaz de contrarrestar y atenuar el dafio he-
patocelular!2,

MEDIADORES LIPIiDICOS DE INFLAMACION

Los mediadores lipidicos de inflamacion son compuestos
de naturaleza lipidica con bajo peso molecular y una
gran actividad bioldgica. Representan una de las redes de
comunicacién celular mas complejas del organismo. La
biosintesis de mediadores lipidicos se inicia generalmen-
te en respuesta a un estimulo que induce a las células a
utilizar los lipidos de su membrana celular para generar
mediadores lipidicos que actuan como sefiales intracelu-
lares o extracelulares. Un ejemplo paradigmadtico de esta
clase de mediadores son los metabolitos del acido ara-
quiddnico, un acido graso poliinsaturado que se libera de
los fosfolipidos de la membrana celular plasmatica me-
diante la accion de la enzima fosfolipasa A,*. Alternati-
vamente, el pool de fosfolipidos de membrana puede ser
metabolizado a 1-alquil-2-acetil-lisofosfatidilcolina o
PAF, otro potente mediador lipidico®. Las concentracio-
nes intracelulares de acido araquidoénico libre en células
de mamiferos son normalmente muy bajas, ya que este
acido graso es rapidamente metabolizado a un grupo de
compuestos que se denominan de forma genérica eicosa-
noides. En los mamiferos hay dos principales vias de
metabolismo del acido araquidénico: la via de la cicloo-
xigenasa (COX) y la via de las lipooxigenasas (LO), me-
diante las cuales se sintetizan la mayor parte de los eico-
sanoides bioldgicamente activos, como los prostanoides
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Fosfol pidos de membrana

Fosfolipasa A,
Isoprostanos ... COOH
(8-is0-PGFy,,) | =X
cido ar aquid nico

5-lipooxigenasa
12-lipooxigenasa
15-lipooxigenasa

Ciclooxigenasa-1
Ciclooxigenasa-2

Y

Fig. 1. Mediadores lipidicos de inflamacion
derivados del dcido araquidonico. Los fos-
folipidos presentes en la membrana celular
son transformados a un dcido graso de 20
dtomos de carbono, el dcido araquidonico,
el cual es oxidado de forma enzimdtica por
las vias de la ciclooxigenasa (COX) y las li-
pooxigenasas (LO), o bien de forma no en-
zimdtica mediante la accion de los radicales
libres a isoprostanos. Mediante la via de la
COX, de la cual hay dos isoformas (COX-1
y COX-2), el dcido araquidonico es trans-

formado a las distintas prostaglandinas

1
PGG, 15-HpETE 5-HpETE 12-HpETE (PG) y tromboxano (TX) A,. La PGD, es
PGH, J convertida de forma no enzimadtica a la 15-
12-HETE deoxi-PGJ, (15d-PGJ,). Mediante la via de
15-HETE J las LO, la cual incluye la 5-, la 12- y la 15-
5-HETE< LO, el dcido araquidonico da lugar a los
¥ LTA, dcidos hidroperoxieicosatetraendicos 5-, 12-
PGE, | y 15-HpETE, que son posteriormente redu-
PGF, r 1 cidos a 5-, 12-y 15-HETE, respectivamente.
PGl ......... > 6-ceto-PGF, LTB, LTC,4 El5-HpHETE también puede ser hidroliza-
do a LTB, o bien convertido en
TXA e >TXB, LTD, LTC/LTD/LTE, los cisteinil-LT. En este
esquema se resaltan en un cuadro sombrea-
PGDy --.-» 15d-PGJ, LTE, do los mediadores derivados del dcido ara-

quidonico con implicacion directa en el
daiio hepatocelular.

(PG y TX), los LT y los acidos hidroxieicosatetraenoicos
(HETE) (fig. 1)>'%2.

Ciclooxigenasa y lipooxigenasa

De forma clasica, se conoce la existencia de la via de la
COX, mediante la cual el acido araquidonico es converti-
do a las distintas PG y TX%!, La COX es una hemopro-
teina de membrana formada por dos polipéptidos idénti-
cos de 70 kD, que funciona como una enzima bifuncional
llevando a cabo las dos primeras etapas de la biosintesis
de prostanoides: a) la oxidacion del acido araquiddnico
para formar la estructura ciclica PGG, (actividad cicloo-
xigenasa propiamente dicha), y b) la peroxidacion de la
PGG, para originar el PGH, (actividad peroxidasa)®°'.
Hasta el momento, se han clonado y caracterizado dos
isoformas de la COX: COX-1 y COX-2. Aunque ambas
isoformas son sensibles en mayor o menor grado a la
inhibiciéon por parte de los antiinflamatorios no esteroi-
deos, estas isoformas se distinguen esencialmente por su
funcion fisiologica. En este sentido, se considera que la
COX-1 es una isoforma constitutiva que tendria un papel
clave en el mantenimiento de las funciones homeostaticas
basicas, promoveria la produccion de PG basicamente
protectoras y seria la forma predominante en la mucosa
gastrica y las plaquetas®’. Por el contrario, y con notables
excepciones, como el rifion y el sistema nervioso, la
COX-2 es una isoforma inducible que no se expresa en
condiciones normales; su expresion se induce en procesos
inflamatorios y de proliferacion, y diferenciacion celular®,
En cualquier caso, independientemente de su origen, el
endoperoxido PGH, constituye el metabolito intermedia-
rio de la biosintesis de las distintas PG: PGE,, PGIL, o
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prostaciclina, PGF, y PGD, por sintasas terminales es-
pecificas. Asi, por ejemplo, la PGH, es transformada por
la PGD sintasa a PGD,, por la PGE sintasa a PGE,, por
la PGF sintasa a PGF,, y por la PGI sintasa a PGI, o
prostaciclina. Se han descrito tres PGE sintasas distintas
(cPGE, mPGE-1 y mPGE-2) y dos isoformas de la PGD
sintasa (H-PGD y L-PGD). Sobre la PGH, actia también
la TX sintasa que origina el TXA,. Tanto PGI, como
TXA, son compuestos muy inestables (con una vida me-
dia de 3 min para la PGL,y de 30 s para el TXA,) y se hi-
drolizan espontaneamente a 6-ceto-PGF,, y TXB,, res-
pectivamente, los cuales no poseen actividad bioldgica.
Asimismo, la PGD, es convertida de forma no enzimatica
a la 15-deoxi-PGJ, (15d-PGJ,), que si posee actividad
biologica (ver mas adelante). Hasta el momento se han
descrito 10 diferentes tipos y subtipos de receptores de
prostanoides, los cuales al igual que las sintasas responsa-
bles de su sintesis, se expresan de forma especifica en
cada uno de los tejidos y tipos celulares®*>>. Cuatro de es-
tos receptores reconocen a la PGE, (EP1, EP2, EP3 y
EP4), 2 unen PGD, (DP1 y DP2), 2 unen TXA, (TP«
y TPB) y los 2 restantes son receptores tmicos para PGF,_ y
PGI, (FP y IP, respectivamente)>**. Los prostanoides, es-
pecialmente las PG y, entre ellas, la PGE,, desempefian
un papel fundamental en la inflamacion, de forma que la
inhibicion de su sintesis representa el mecanismo de ac-
cion establecido de los fairmacos antiinflamatorios actual-
mente disponibles®.

La segunda via de metabolismo del 4cido araquidonico
es la via de las LO, la cual agrupa a una familia de dioxi-
genasas que transforman el acido araquidénico en LT y
HETE’!*2, En humanos hay tres distintas LO, que se de-
nominan 5-LO, 12-LO y 15-LO, las cuales incorporan
una molécula de oxigeno en los carbonos 5, 12 o 15, res-
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pectivamente, del acido araquidonico®*2, La 5-LO con-
vierte el acido araquidonico en 5-HETE y LT, mientras
que la 12-LO y la 15-LO generan los correspondientes
12- y 15-HETE, respectivamente’'2. La via de la 5-LO
es la mas relevante desde el punto de vista fisiologico y
farmacologico, ya que es la responsable de la sintesis de
LT. Para sintetizar LT es necesaria la translocacion de la
5-LO desde el citosol a la membrana nuclear, donde inte-
racciona con la proteina activadora de la 5-LO (FLAP),
la cual facilita la presentacion del acido araquidénico al
centro activo de la 5-LO y la transformacion de este en
5-HPETE?®"*2, El 5-HPETE es posteriormente convertido
por la misma 5-LO a 5-HETE y a LTA,*'%2. El LTA, es
un compuesto inestable y altamente reactivo, que es rapi-
damente transformado por la LTA, hidrolasa a LTB,, o
bien conjugado con el glutation mediante la actividad de
la enzima LTC, sintasa para dar lugar a LTC,. EI LTC,
es transformado mediante pérdida sucesiva de residuos
aminoacidicos en LTD, y LTE,, los cuales reciben el
nombre genérico de cisteinil-LT. Una vez sintetizados y
liberados, los productos derivados de la 5-LO ejercen sus
efectos biologicos mediante la activacion de receptores
acoplados a proteina G. Hasta el momento, se han clona-
do 2 receptores distintos para el LTB, y 2 para los cistei-
nil-LT. Los receptores B-LT1 y B-LT2 reconocen al
LTB, con alta y baja afinidad, respectivamente. El recep-
tor B-LT1 se localiza principalmente en los leucocitos y
su activacion induce una notoble respuesta quimiotacti-
ca, mientras que el receptor B-LT2 se expresa en la ma-
yoria de tejidos, aunque su funcidn es actualmente des-
conocida®*. Los dos receptores para los cisteinil-LT,
Cys-LT1 y Cys-LT2, reconocen LTC, y LTD,. El recep-
tor Cys-LT1 se localiza abundantemente en el musculo
liso pulmonar y su activacion se asocia a vasoconstric-
cion y adhesion celular®. El receptor Cys-LT2 se distri-
buye de forma uniforme entre las venas pulmonares, el
bazo, las fibras de Purkinje, el corazon y la glandula
adrenal, aunque su funcién es todavia desconocida®. Los
LT son potentes mediadores de inflamacién y dafio celu-
lar’’. E1 LTB,, en concreto, es un potente agente quimio-
atrayente, un potente inductor de adhesion celular y el
principal estimulo para la produccién de idn superoxido
y la liberacion de enzimas hidroliticos por el neutrofilo’.
Asimismo, los cisteinil-LT, que originalmente se identi-
ficaron como las sustancias de reaccion lenta liberadas
en el curso de las reacciones anafilacticas (slow reacting
substance of anaphylaxis), ademas de su actividad va-
soconstrictora, son potentes agentes quimioatrayentes
para los eosindfilos, incrementan la permeabilidad vas-
cular en las vénulas postcapilares e inducen la sintesis y
la liberacion de otros mediadores de inflamacidén, como
la IL-8 y el PAFY.

Dado que la sintesis de eicosanoides se produce normal-
mente en células inflamatorias, como neutrofilos, eosino-
filos, macréfagos y mastocitos, la célula de interés en el
contexto del higado seria la célula de Kupffer. De hecho,
una vez activadas, las células de Kupffer, expresan COX-
1 y COX-2 y sintetizan la mayoria de productos de esta
via, entre las que se incluyen PGE,, PGD,, PGF,_, PG, y
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TXA,">8. El principal prostanoide liberado por las célu-
las de Kupffer activadas es la PGD,, el precursor de la
15d-PGJ, (ver mas adelante). Ademas, se ha descrito que
la liberacion de PGE, por la célula de Kupffer en respues-
ta al alcohol induce la sintesis de triglicéridos en hepato-
citos y contribuye a la aparicion de esteatosis'®. Respecto
a la via de la 5-LO, clasicamente se ha considerado a la
célula de Kupffer como la responsable de la sintesis de
LT en el higado®. De hecho, en el tejido hepatico, las cé-
lulas de Kupffer son el unico tipo celular que posee la
maquinaria enzimatica necesaria (5-LO, FLAP, LTA, hi-
drolasa y LTC, sintasa) para la sintesis de estos eicosa-
noides®¢!. La produccion de LTB, en el higado parece
depender casi exclusivamente de las células de Kupffer,
aunque hay estudios realizados en hepatocitos en cultivo
que indican que el alcohol puede estimular la liberacion
al medio de una sustancia con propiedades quimioatra-
yentes de estructura semejante al LTB,*. Sin embargo,
algunos estudios recientes demuestran que la produccién
de LTB, por los hepatocitos es irrelevante, ya que no hay
ninguna evidencia directa de la presencia de LTA, hidro-
lasa en estas células®. Lo que no se puede descartar es
que parte de los cisteinil-LT producidos en el higado pue-
dan originarse por un metabolismo transcelular, puesto
que la LTC, sintasa se expresa también en los hepatocitos
y en las células endoteliales®'. De hecho, en nuestro labo-
ratorio hemos demostrado que el LTA, producido por las
células de Kupffer es transformado por los hepatocitos a
cisteinil-LT®!.

La participacion de los mediadores lipidicos derivados
del 4cido araquiddnico en la lesioén hepatica es un tema de
interés creciente. En primer lugar, se ha demostrado que
la expresion de la COX-2 se halla aumentada en pacientes
infectados cronicamente con el virus de la hepatitis B o C
y en los pacientes con cirrosis®*’. Ademas, en los pacien-
tes con hepatitis C cronica hay una estrecha correlacion
entre el grado de progresion a fibrosis hepatica y la ex-
presion de la COX-2%. La induccion de la COX-2 y el
aumento de los valores hepaticos de PG se han confirma-
do experimentalmente en ratas en que se ha inducido una
lesion hepatica con CC1,%, en modelos de hepatopatia al-
coholica®™ y en ratones con esteatohepatitis no alcohdli-
ca inducida por dietas lipogénicas deficientes en colina y
metionina’"*”*, Un brillante estudio publicado reciente-
mente demuestra que los ratones transgénicos que so-
breexpresan el gen de la COX-2 humana en el higado
presentan valores elevados de transaminasas y signos his-
tologicos de hepatitis™. En otro estudio reciente, se ha de-
mostrado que el replicon del virus de la hepatitis C es ca-
paz de estimular la expresion de la COX-2 y aumentar los
valores de PGE, en cultivos de lineas celulares de hepato-
citos”. En células hepaticas estrelladas en cultivo, la ex-
presion de la COX-2 se induce en respuesta a sales bilia-
res y mitdgenos, como el PDGF, los cuales aumentan la
proliferacion y la resistencia a la apoptosis en estas célu-
las’"". Actualmente hay una cierta controversia respecto
a si el efecto fibrogénico de la COX-2 estd mediado o no
por PG, ya que se han observado efectos reguladores tan-
to positivos como negativos de la PGE, sobre la activa-
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cién de las células hepaticas estrelladas en cultivo’®8!,
Resultados mas concluyentes se han obtenido mediante el
uso de inhibidores selectivos de la COX-2. Estos com-
puestos reducen la proliferacion de las células hepaticas
estrelladas en cultivo y ejercen efectos antifibrogénicos
en modelos animales de esteatohepatitis o con fibrosis
hepatica inducida por CC1,%7282:%4 Resta por esclarecer si
los efectos antifibrogénicos de los inhibidores de la COX-
2 estan mas bien mediados por la activacion de PPARYy,
que por la propia inhibicién de la sintesis de PG®.

Efectos similares a la via de la COX-2 se han descrito
para los metabolitos de la via de la 5-LO. En este sentido,
se ha demostrado un incremento de la expresion de la
5-LO y un aumento de los valores hepaticos de metaboli-
tos de la 5-LO en ratas con fibrosis hepatica inducida por
CCl, o tioacetamida®**%7. En linea con estos resultados,
se ha demostrado un aumento de la excrecion urinaria de
productos derivados de la 5-LO en pacientes con enfer-
medad hepatica cronica®®%’. En estudios in vitro se ha de-
mostrado que los productos de la 5-LO, principalmente el
LTD,, son capaces de estimular la proliferacion y la sinte-
sis de colageno en células hepaticas estrelladas y fibro-
blastos’™2. En modelos experimentales, el bloqueo de la
via de la 5-LO mediante el compuesto Bay-X-1005, un
inhibidor de la FLAP, reduce la necroinflamacion y la fi-
brogénesis hepatica®**. Efectos similares se han obtenido
mediante un inhibidor de la 5-LO, el compuesto CJ-
13,610%4. Ademas, se ha demostrado que los ratones defi-
cientes (knockout) para la 5-LO estan protegidos ante el
dafio necroinflamatorio inducido por el CCL*. Se ha su-
gerido que el mecanismo por el cual la inhibiciéon de la 5-
LO se asocia a un efecto antifibrogénico estaria relacio-
nado no sélo con la inhibicién de la sintesis de LT sino
también a la induccién de apoptosis en las células infla-
matorias del higado”. De hecho, se ha demostrado que
los inhibidores de la 5-LO inducen apoptosis en células
de Kupffer en cultivo®® y que los efectos antifibrogénicos
de estos compuestos se producen de forma paralela a un
descenso significativo del numero de macrdfagos®™4.
Puesto que los inhibidores de la 5-LO inducen apoptosis
de forma exclusiva en células que contienen una via de la
5-LO metabdlicamente activa, y dado que en el higado
esto sélo ocurre en las células de Kupffer y en las células
inflamatorias infiltradas®', la inhibicion de la 5-LO repre-
senta una estrategia valida para la prevencion de la infla-
macion y la fibrosis hepatica. De hecho, la inhibicion de
la via de la 5-LO y la modulacion de la funcion de las cé-
lulas de Kupffer constituye el mecanismo de accion de
flavonoides naturales, como la silimarina, cuya eficacia
ha sido evaluada en pacientes con hepatitis alcohdlica y
esteatohepatitis no alcohdlica®-¢,

Prostaglandinas ciclopentenonas
Un capitulo aparte lo constituyen las PG ciclopentenonas
(cyPQ), que son los productos no enzimaticos de la deshi-

dratacion de las PG (fig. 2). Las cyPG se caracterizan es-
tructuralmente por la presencia de un grupo carbonilo no
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cido ar aquid nico

Ciclooxigenasa-1
Ciclooxigenasa-2

PGH,
\> PGD sintasa

PGD,
NS 1,0

PGJ,

A'2-PGJ,
\> H,O

15-deoxi-A'?14-PGJ,

Fig. 2. Biosintesis de prostaglandinas (PG) ciclopentenonas. La PGD,,
que se genera mediante la accion secuencial de la ciclooxigenasa y la
PGD sintasa, da lugar mediante mecanismos no enzimdticos de deshi-
dratacion a la PGJ, ciclopentenona y sus derivados N\'?-PGJ, y 15-
deoxi-N"*-PGJ, (15d-PGJ,).

saturado altamente reactivo en el anillo ciclopentenona®.
Las cyPG mas relevantes desde el punto de vista biologi-
co son las PG de la serie J, (PGJ,, A'>-PGJ, y 15d-PGJ,),
todas ellas derivadas de la PGD,. No se ha descrito hasta
el momento ningun receptor que reconozca las cyPG,
pero si se ha demostrado que la 15d-PGJ, es un ligando
natural del PPARY, cuya activacion posiblemente medie
las propiedades antiinflamatorias de esta CyPG?®. De los
efectos biologicos de las CyPG destacan principalmente
las propiedades antiproliferativas y proapoptéticas media-
das por la modulacion de H-Ras, MAPK y Akt*!% Apa-
rentemente, la fuente principal de 15d-PGJ, es la isofor-
ma COX-2. Nuestro laboratorio ha demostrado un
aumento de los valores hepaticos de 15d-PGJ, de forma
paralela a la sobreexpresion de COX-2 durante la lesion
hepatica inducida por el CC1,%. En este estudio, la inhi-
bicion de la COX-2 disminuy6 significativamente la for-
macion hepatica de 15d-PGJ, y confiri6 un estado de he-
patoproteccion. Estos resultados son consistentes con el
hecho de que la 15d-PGJ, aumenta el dafio hepatocelular
inducido por el alcohol alilico'!.

Generacion de especies reactivas del oxigeno a
través de la ciclooxigenasa y las lipooxigenasas

Se ha descrito la produccion de ROS durante la oxidacion
del 4cido araquidénico a través de la COX y las LO'%2. De
hecho, los productos iniciales de la sintesis de eicosanoi-
des generan metabolitos intermediarios que son también
altamente peroxidativos. Ademas, algunos de estos inter-
mediarios, como el LTA,, es capaz de formar aductos en
el tejido. Otras reacciones mediadas por las LO generan
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peréxidos reactivos, como el acido 13-hidroxioctadeca-
diendico (13-HODE) a partir de la 15-LO'®, Por ultimo,
apuntar que algunas de las enzimas de la cascada del aci-
do araquiddnico, como el glutatiéon S-transferasa o el epd-
xido hidrolasa, pertenecen a familias cuyas funciones
estan involucradas en la detoxificacion celular. Esto su-
giere que las vias de biosintesis de eicosanoides podrian
haber evolucionado originalmente a partir de los sistemas
primitivos de detoxificacion.

Isoprostanos

Las membranas lipidicas son altamente susceptibles al
ataque de los radicales libres del oxigeno y a la peroxida-
cion. Asi, el acido araquidonico presente en los fosfolipi-
dos de membrana sufre un proceso de peroxidacion in
situ que da lugar a la sintesis de isoprostanos. A diferen-
cia de la produccion de PG catalizada por la COX, los
isoprostanos formados in situ se esterificarian en los lipi-
dos tisulares y se liberarian subsecuentemente preforma-
dos!1%5 Su biosintesis incluye la formacion de biciclo-
endoperoxidos intermediarios del tipo PGH,, que son
reducidos a 4 regioisomeros del tipo PGF,_ y que se les
conoce colectivamente como F2 isoprostanos. El 8-iso-
PGF,, es el isoprostano mds abundante y constituye el
estandar de referencia de la determinacién in vivo del
grado de estrés oxidativo!%.

Dado que los isoprostanos son isémeros de las PG, se ha
postulado que estos compuestos no son simples marcado-
res de peroxidacidn lipidica, sino que también poseen acti-
vidad bioldgica especifica. En este sentido, se ha demos-
trado que el 8-iso-PGF,, es un potente vasoconstrictor, un
potente activador de la proliferacion de células musculares
lisas y endoteliales, asi como un potencial mediador de
dafio oxidativo!?’. Respecto a este Gltimo punto, se ha des-
crito que la formacioén de isoprostanos per se causa una
clara distorsion de la membrana plasmatica, dando lugar a
cambios en su fluidez e integridad!®s. Ademas, se ha de-
mostrado que la presencia de valores elevados de isopros-
tanos induce citotoxicidad en células en cultivo'”. Res-
pecto al higado, la primera evidencia de la formacién in
vivo de F2-isoprostanos se obtuvo en el modelo de lesion
hepatica inducido por CCIl,'. Posteriormente, se de-
mostré la presencia de valores incrementados de F2-iso-
prostanos en la orina de pacientes con hepatitis alcohdli-
ca'l' y en modelos experimentales de esta enfermedad''?.
Por ultimo, se ha constatado que los pacientes con hepati-
tis C o cirrosis biliar primaria también presentan una ex-
crecion urinaria de F2-isoprostanos elevada''>!4,

Efectos protectores de los acidos grasos omega-3

Al contrario de los 4cidos grasos omega-6 (el acido ara-
quidonico, el precursor comun de PG y LT, es uno de
ellos), los acidos grasos omega-3 poseen propiedades an-
tiinflamatorias y hepatoprotectoras. Los efectos benefi-
ciosos de los omega-3 estarian mediados por al menos

cuatro mecanismos distintos: a) la inhibicion de la dispo-
nibilidad de 4cido araquidénico en la membrana celular
plasmatica para la sintesis de PG y LT; b) la inhibicion
directa de las vias de la COX-2 y la 5-LO; ¢) la sintesis a
partir de los propios acidos grasos omega-3 de PG de la
serie 3 y LT de la serie 5 con menor capacidad inflamato-
ria que las PG de la serie 2 y LT de la serie 4, que son las
que se producen a partir del acido araquidonico, y d) la
sintesis a partir de los propios acidos grasos omega-3 de
nuevos mediadores lipidicos con claras propiedades an-
tiinflamatorias (p. ej., resolvinas y protectinas)''>!16, En
funcidén de estos resultados, en nuestro laboratorio hemos
demostrado que las dietas ricas en los acidos grasos ome-
ga-3 acido docosahexaendico y acido eicosapentaenodico
reducen de forma significativa la necroinflamacion hepa-
tica en ratones con daflo hepatico inducido por CCl,'".
Los efectos hepatoprotectores de los omega-3 serian en
este caso secundarios a la inhibiciéon de la sintesis de me-
diadores lipidicos derivados de las vias de la 5-LO y la
COX-2, al descenso del dafio genotoxico y de los valores
de estrés oxidativo en los hepatocitos y a la disminucién
de la liberacién de TNFa por los macrofagos!!.
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