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INTRODUCCIÓN

La muerte celular es un proceso dinámico que refleja la
pérdida de una guerra estratégica entre factores de super-
vivencia y señales citotóxicas. Existen diversas formas de
muerte celular según el tipo de célula, la apariencia mor-
fológica de diversos compartimentos subcelulares y el es-
tímulo que la induce, así como los mecanismos causales.
Además de la apoptosis y la necrosis, la autofagia y la de-
nominada catástrofe mitótica presentan características
morfológicas propias, con presencia de autofagosomas o
vacuolas autofágicas y de micronúcleos o multinuclea-
ción, respectivamente. Por otra parte, aunque la anoikis
transcurre con características similares a la apoptosis, es
inducida específicamente por la pérdida de enclaje de una
célula a su soporte o a otras células, mientras que la dege-
neración walleriana o la cornificación (también conocida
como queratinización) se han descrito en células del siste-
ma nervioso y en la epidermis, respectivamente.
La apoptosis ha recibido especial atención entre los in-
vestigadores a partir de su redescubrimiento en 1972, de-
bido a su relevancia en el desarrollo de diversas patologí-
as. Desde entonces, el progreso en los últimos años en la
identificación y caracterización de los mecanismos bio-
químicos que la regulan ha sido espectacular. Esta forma
de muerte celular está caracterizada por una condensación
de la cromatina, degradación internucleosomal del ADN,
reducción del volumen celular y mantenimiento de la ba-
rrera de la membrana plasmática, al menos al inicio del
proceso, sin apenas modificación ultraestructural de com-
partimentos subcelulares. Por otra parte, la permeabiliza-
ción por rotura de la membrana plasmática, con la conse-
cuente liberación al medio extracelular de componentes
celulares (enzimas, p. ej., ALT, AST, LDH) y la tinción
nuclear con sondas vitales, normalmente excluidas en cé-
luas viables, caracterizan la muerte necrótica o necrosis.

Si bien las caspasas (proteasas que se activan durante la
apoptosis) determinan el fenotipo apoptótico con la de-
gradación de la cromatina y el ADN, estas características
también pueden ocurrir en ausencia de activación de las
caspasas. Sin embargo, a pesar de estas distintas caracte-
rísticas morfológicas, la apoptosis y la necrosis compar-
ten mecanismos comunes como la permeabilización de la
membrana mitocondrial (PMM). En la apoptosis, la per-
meabilización de la mitocondria precede a la liberación
desde el espacio intermembranal de proteínas proapoptó-
ticas que activan las caspasas; en la necrosis, este proceso
contribuye a la disfunción metabólica y la pérdida de ade-
nosintrifosfato (ATP), lo que impide el ensamblaje del
apoptosoma. Por tanto, la consecuencia final de la PMM
(apoptosis respecto a necrosis) está determinada funda-
mentalmente por el estado energético de la célula y la
concentración de ATP. Aunque la mitocondria es clave
en el control de la muerte celular, otros compartimentos
subcelulares –como los lisosomas, el retículo endoplásmi-
co, la membrana plasmática y el núcleo– también la regu-
lan, y se establecen vías de comunicación entre estos
compartimentos y la mitocondria1.
En la presente revisión se analiza brevemente los meca-
nismos fundamentales de muerte celular, con especial de-
tenimiento en la muerte inducida por los ligandos de la
familia del factor de necrosis tumoral (TNF), dada la rele-
vancia de la sobreproducción de TNF en hepatología. Un
mejor conocimiento de estos procesos puede proporcio-
nar estrategias eficaces para disminuir la muerte hepato-
celular que contribuye al desarrollo de afecciones como
la esteatohepatitis (alcohólica y no alcohólica o isque-
mia/reperfusión), mientras que, en el caso del carcinoma
hepatocelular, el objetivo sería diseñar pautas para incre-
mentar la muerte o disminuir la resistencia de las células
tumorales a las actuales terapias.

RUTAS INTRÍNSECA Y EXTRÍNSECA DE ACTIVACIÓN
DE LAS CASPASAS

Las caspasas son una familia de proteasas especializadas
que hidrolizan proteínas diana específicas en una secuencia

Correspondencia: Dr. J.C. Fernández-Checa.
Unidad de Hepatología. Institut de Malalties Digestives. Hospital Clínic.
Villarroel, 170. 08036 Barcelona. España.
Correo electrónico: checa229@yahoo.com

Mecanismos de muerte celular y relevancia en hepatología
J.C. Fernández-Checa

Unidad de Hepatología. Institut de Malalties Digestives. Hospital Clínic. IDIBAPS. Barcelona.
Departamento de Patología Experimental. Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona. Consejo Superior de Investigaciones Científicas.
Barcelona. España.



característica, que se encuentran normalmente inactivas en
la célula en forma de zimógenos y se activan mediante la
proteólisis controlada por otras caspasas activas2. Depen-
diendo de su acción sobre dianas determinantes del fenoti-
po apoptótico o en la activación de otras caspasas, éstas se
clasifican en caspasas reguladoras o iniciadoras (upstream;

p. ej., la caspasa 8) y caspasas ejecutoras (downstream; p.
ej., la caspasa 3). La mitocondria es esencial en la regula-
ción de la muerte celular. Dicha acción fue consolidada en
1996 cuando Wang et al describieron que el citocromo c
activa la caspasa 3 en extractos citosólicos3,4. En trabajos
posteriores se caracterizó el denominado apoptosoma mito-
condrial, formado por la interacción del citocromo c libera-

do desde el espacio intermembranal de la mitocondria con
el factor citosólico apaf-1, la procaspasa 9 y ATP. La for-
mación de dicho complejo resulta en la activación de la
caspasa 9, que a su vez, mediante una proteólisis controla-
da de la procaspasa 3, da lugar a su activación y actúa con-
tra dianas específicas que determinan el fenotipo apoptóti-
co (fig. 1). Así, las caspasas ejecutoras activan la ADNasa
activada por caspasa (CAD) mediante la degradación e
inactivación de su inhibidor constitutivo (ICAD), lo que da
lugar a la degradación internucleosomal del ADN. Aunque
esta acción constituye el paradigma de la apoptosis, la mi-
tocondria libera otras proteínas que, como el citocromo c,
se encuentran normalmente recluidas en el espacio inter-
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Fig. 1. Rutas intrínseca y extrínseca de activación de las caspasas y la señalización intracelular de TNF. La translocación de Bax y Bak a la membrana

mitocondrial externa de la mitocondria causada por diversos estímulos (p. ej. estrés, daño al DNA, inducción de p53) induce la permeabilización de la

mitocondria y la consecuente liberación al citosol de proteínas proapoptóticas como el citocromo c, que participa en el ensamblaje del apoptosoma y

la activación de la caspasa 3, origen del fenotipo apoptótico. En ciertos tipos celulares (células tipo I), la unión del TNF al receptor TNFR1 induce una

cascada de activación de caspasas por proteólisis controlada por la formación de sendos complejos con diferentes funciones. Mientras que la forma-

ción intracelular del complejo II estimula la activación de caspasa 8, que a su vez actúa en la procaspasa 3 y la activa, el complejo I formado en la

membrana celular activa el NF-kB y promueve la supervivencia celular por la expresión de proteínas que contrarrestan diversas rutas proapoptóticas.

En hepatocitos (y células tipo II), el complejo II y la activación de la caspasa 8 son insuficientes para activar la caspasa 3. En estas células, la caspasa

8 recluta la participación de la mitocondria (ruta intrínseca) a través de la proteólisis de Bid, cuyo fragmento tBid se transloca a la membrana externa

y estimula la oligomerización de Bax/Bak y libera el citocromo c. Junto con esta proteína mitocondrial, también se liberan otras, Smac/DIABLO, AIF,

que promueven la apoptosis por diferentes mecanismos. Junto con la activación de caspasas, el TNF también estimula la sobreproducción de ROS de

origen mitocondrial, que a su vez favorece la activación sostenida de JNK, y contribuye a la muerte celular.



membranal y promueven la muerte celular, como por
ejemplo el factor de inducción de la apoptosis (AIF) y la
endonucleasa G, que inducen la rotura del ADN indepen-
dientemente de caspasas, Smac/DIABLO y Omi/HtrA2,
que promueven la muerte celular mediante la inactivación
de los denominados inhibidores de apoptosis (IAPs). La
activación de las caspasas ejecutoras puede ocurrir me-
diante 2 procesos, denominados intrínseco y extrínseco.
En el primero, señales generadas intracelularmente (p. ej.,
miembros de la familia del Bcl-2, Bax, Bak, Bid, Puma,
Noxa) actúan en la mitocondria favoreciendo la PMM y la
liberación de citocromo c, con la consiguiente activación
de la caspasa 3. Por otra parte, cuando los ligandos de la
familia del TNF (p. ej., TNF, Fas, TRAIL, etc.) se unen a
sus correspondientes receptores, inducen una intrincada
red de señalización que finalmente conduce a la activación
de las caspasas reguladoras, como la caspasa 8, que puede
ser suficiente, en ciertos tipos de células, para la activa-
ción de la caspasa 3 (fig. 1). Mientras que en células deno-
minadas tipo I (p. ej., los linfocitos) la unión del TNF o
Fas a sus receptores es suficiente para la activación de la
caspasa 3 vía caspasa 8, en las células tipo II, como los
hepatocitos, la activación de la caspasa 8 por estos ligan-
dos no lo es, y se necesita la participación de la mitocon-
dria. En este tipo de células las rutas extrínseca e intrínse-

ca colaboran en la activación de la caspasa 3. Este proceso
se establece mediante Bid, uno de los miembros proapop-
tóticos de Bcl-2. La activación de la caspasa 8 por TNF
induce una proteólisis parcial en Bid y genera un fragmen-
to truncado de Bid (tBid), el cual experimenta una translo-
cación a la mitocondria y promueve la oligomerización de
Bax/Bak en la membrana externa de la mitocondria, lo
que resulta en la PMM y la liberación de citocromo c, el
ensamblaje del apoptosoma, la activación de la caspasa 3
y la apoptosis hepatocelular (fig. 1). Además de Bax/Bak,
existe una variedad de agentes que convergen en la mito-
condria y estimulan la liberación de proteínas proapoptóti-
cas (fig. 2). Así, no sólo por la acción de ciertas proteínas,
como proteínas virales (VpR), factores de transcripción
(p53) o cinasas (JNK), sino también factores como el in-
cremento de Ca2+, la generación de ROS y lípidos, como
la ceramida y el gangliósido GD35, interaccionan con la
mitocondria e inducen la liberación de citocromo c, lo que
da lugar a la activación de las caspasas.

MECANISMOS DE PERMEABILIZACIÓN
MITOCONDRIAL Y LIBERACIÓN DE CITOCROMO C

Si bien la PMM es esencial para la liberación del citocro-
mo c al citosol, los mecanismos de este proceso no son
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Fig. 2. Permeabilización mitocondrial. Múltiples estímulos actúan en la mitocondria y favorecen la liberación de las proteínas proapoptóticas del es-

pacio intermembranal. Además de los miembros de bcl-2 con función proapoptótica (Bax/Bak/Bid), otras proteínas como factores de transcripción

(TR3, p53), enzimas de señalización (JNK, PKCd), proteínas virales (VpR), ROS, Ca2+, y lípidos como la ceramida y el gangliósido GD3 inducen la

permeabilización mitocondrial. Además de citocromo c y Smac/DIABLO que activan las caspasas, otras proteínas también liberadas promueven la

muerte celular independientemente de las caspasas, como AIF, Omi/HtA2 y endonucleasa G. La caracterización de los inductores de la permeabili-

zación mitocondrial y del mecanismo de liberación de proteínas mitocondriales es de relevancia en medicina y en hepatología, lo que podría permitir

diseñar tratamiento más eficaces para enfermedades como la esteatohepatitis (alcohólica y no alcohólica), las hepatitis virales, la isquemia/reperfu-

sion o el carcinoma hepatocelular.



del todo conocidos. La membrana mitocondrial externa
constituye una barrera física en la liberación mitocondrial
del citocromo c en respuesta a estímulos apoptóticos, y su
rotura es necesaria para este proceso. La evidencia actual
indica la existencia de 2 mecanismos de rotura y/o
permeabilización de la membrana mitocondrial externa.
En el primero, factores como Bid o Bax, tras su transloca-
ción y oligomerización en la membrana mitocondrial ex-
terna, formarían poros para permitir la conducción del ci-
tocromo c al espacio citosólico. Dicho modelo es
coherente con la estructura de Bid/Bax y su similitud es-
tructural con porinas citotóxicas. Recientes estudios que
han utilizado liposomas de composición semejante a la de
la membrana mitocondrial han indicado la necesidad de
la cardiolipina, un fosfolípido aniónico presente exclusi-
vamente en la mitocondria, para la acción permeabilizan-
te de Bid/Bax6. Una de las consecuencias de este modelo,
aparte de la formación de poros de tamaño suficiente para
la movilización de macromoléculas como el citocromo c
o Smac/DIABLO, sería el mantenimiento de la permeabi-
lidad de la membrana interna mitocondrial. Datos recien-
tes indican la formación de canales de Bax en la membra-
na mitocondrial externa, necesaria para la apoptosis
neuronal en un modelo de isquemia global en el cerebro,
y como inhibidores sintéticos de dichos canales previenen
la formación del apoptosoma mitocondrial sin alterar la
translocación, inserción y oligomerización de Bax en la
membrana externa7. A pesar de dichas observaciones, la
naturaleza del canal que se formaría en la membrana mi-
tocondrial externa para la liberación de citocromo c al ci-
tosol es desconocida. De hecho, una alternativa al canal
de liberación de citocromo c por Bax sería la formación
de canales lipídicos (ceramida, esfingosina y gangliósido
GD3), que aumentarían progresivamente de tamaño en la
membrana externa en respuesta a estímulos apoptóticos8-11.
Por otra parte, la inducción de la denominada transición
de la permeabilidad mitocondrial (MPT) constituye un
modelo alternativo al de la formación de canales específi-
cos en la membrana externa, coherente con múltiples ob-
servaciones experimentales1. La inducción de la MPT en
la membrana interna mitocondrial permitiría la liberación
de solutos hasta un peso molecular de 1.500 Da. Esta
drástica alteración en la permeabilidad mitocondrial da
lugar a la despolarización mitocondrial, el desacopla-
miento de la fosforilación oxidativa, la consecuente gene-
ración de especies reactivas del oxígeno (ROS) y la disi-
pación de gradientes iónicos, lo que resulta en un choque
osmótico coloidal que culmina con la rotura de la mem-
brana externa, que es incapaz de adaptarse al hinchamien-
to osmótico de la matriz mitocondrial, y da lugar a la li-
beración de proteínas del espacio intermembranal al
citosol. Como se puede apreciar, las consecuencias en
cuanto al ensamblaje del apoptosoma y la activación de
las caspasas ejecutoras es equivalente en ambos modelos,
si bien la despolarización mitocondrial sería una caracte-
rística inherente a la inducción de la MPT, pero no así en
el caso de la permeabilidad selectiva de la membrana mi-
tocondrial externa. El análisis de las múltiples observa-
ciones realizadas en diferentes contextos indica que am-

bos modelos coexisten y el predominio de uno sobre otro
dependería del tipo de célula, el estímulo y su intensidad
y/o prolongación. El proceso de la MPT está mediado por
un complejo multiproteínico, cuya identidad sólo se co-
noce parcialmente, constituido en parte por proteínas mi-
tocondriales adyacentes a los sitios de contacto donde las
membranas interna y externa de la mitocondria interac-
cionan. Algunos de los constituyentes de la MPT inclu-
yen al translocador de nucleótidos de adenina (ANT), un
transportador localizado en la membrana interna de la mi-
tocondria que intercambia ADP por ATP, el canal anióni-
co dependiente de voltaje (VDAC), localizado en la
membrana externa de la mitocondria, el receptor periféri-
co de benzodiacepinas que interacciona con VDAC y la
ciclofilina D localizada en la cara interna de la membrana
interna mitocondrial (fig. 2). La inducción de la MPT por
los agonistas, como los ligandos de ANT, produce la des-
polarización de la mitocondria, generación de ROS, cho-
que osmótico, rotura de la membrana externa con libera-
ción de citocromo c al citosol y ensamblaje del
apoptosoma. Por otra parte, los inhibidores de la MPT
como la ciclosporina A, por su acción en la ciclofilina D,
previenen la MPT y todas las consecuencias adversas es-
perables de la disfunción mitocondrial, incluidas la libe-
ración de citocromo c y la activación de la caspasa 3. Una
de las evidencias más sólidas a favor de este modelo de
MPT ha resultado de la generación del ratón deficiente en
ciclofilina D12,13. Dicho ratón muestra una resistencia a la
muerte celular por isquemia/reperfusión en el hígado, el
cerebro y el corazón que contrasta con la sensibilidad a la
muerte hepatocelular inducida por Bax. Aunque una de
las consecuencias de la inducción de la MPT es la sobre-
producción de ROS secundaria a la perturbación de la
fosforilación oxidativa, la generación de ROS mitocon-
drial induce la MPT y resulta en la liberación de citocro-
mo c al citosol y la activación del apoptosoma14. El pre-
tratamiento con antioxidantes previene la MPT inducida
por el anión superóxido y la consecuente liberación de ci-
tocromo c y activación de caspasa 3. De igual forma, el
uso de antioxidantes es eficaz en la protección hepatoce-
lular contra la apoptosis/necrosis inducida por TNF15,16,
de relevancia en diversas afecciones como la esteatohepa-
titis alcohólica y no alcohólica y el daño hepático por is-
quemia/reperfusión.

CONTROL ENERGÉTICO DE LA MUERTE CELULAR

Como se ha indicado anteriormente, la apoptosis y la ne-
crosis son dos extremos de muerte celular con caracterís-
ticas morfológicas y bioquímicas propias. Sin embargo,
ambas formas no son excluyentes y concurren frecuente-
mente en un determinado tipo de célula. Por ejemplo, la
muerte hepatocelular inducida por TNF transcurre con
condensación de la cromatina, activación de caspasas, de-
gradación del ADN y externalización de fosfatidilserina
(lo que sería conherente con una muerte apoptótica) y
también con la permeabilización de la membrana plasmá-
tica y tinción con sondas vitales y liberación de enzimas
al medio extracelular (coherente con la necrosis)15. Esto
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implica la existencia de mecanismos comunes y de facto-
res que controlan ambas formas de muerte celular. Como
la activación de las caspasas contribuye, aunque no de
manera exclusiva, a la apoptosis, factores que regulan di-
cha activación determinarían el equilibrio entre la apopto-
sis y la necrosis en respuesta a un determinado estímulo.
En la ruta intrínseca, la activación del apoptosoma mito-
condrial requiere la presencia de (d)ATP para el ensam-
blaje del complejo Apaf-1/procaspasa-9/citocromo c.
Aunque el mecanismo del (d)ATP no es del todo conoci-
do, la energía liberada de la hidrólisis del (d)ATP, con la
consecuente generación de ADP, induce un cambio en la
conformación y la oligomerización de Apaf-1 con la acti-
vación de la procaspasa 9 muy rápidamente (< 1 min)17.
En la ruta extrínseca (inducida por TNF o Fas), el grado
de apoptosis depende de la concentración de ATP. Por lo
tanto, la carga energética y la concentración de ATP de la
célula en el momento en que se induce la ruta intrínseca
determinarían si la célula muere por apoptosis o por ne-
crosis. Otro punto en el que la concentración de ATP re-
gula la apoptosis es en el transporte al núcleo de factores
citoplásmicos como CAD17. Por otra parte, las caspasas
poseen cisteínas en su centro activo y, por tanto, el entor-
no oxidativo de la célula puede controlar la actividad de
las caspasas y, por consiguiente, de la apoptosis18. Esta
característica tiene importantes implicaciones terapéuti-
cas, y es fundamental determinar si cierto estímulo apop-
tótico induce o no un incremento de ROS, puesto que la
inhibición de las caspasas sólo favorecería la muerte ne-
crótica en vez de la apoptosis19.

MECANISMOS DE SUPERVIVENCIA DEPENDIENTES
DE NF-KB.

El NF-kB es un factor de transcripción fundamental en la
inflamación, la inmunidad y la supervivencia celular. En
condiciones basales, el NF-kB está retenido en el citosol
en su forma inactiva gracias a su asociación con su inhi-
bidor endógeno IkB, que experimenta una rápida degra-
dación en respuesta a múltiples estímulos, lo que resulta
en la translocación al núcleo de sus miembros activos.
Este proceso requiere la fosforilación de IkB por el com-
plejo IkB cinasa (IKK), constituido por 3 subunidades,
IKKa, IKKb y IKKg (también conocida como NEMO).
A pesar de las similitudes estructurales y bioquímicas de
las subunidades catalíticas de IKKa y IKKb, ambas pose-
en funciones fisiológicas distintas. Mientras que IKKb es
esencial en la degradación de IkB, con la consiguiente ac-
tivación de NF-kB en respuesta a estímulos proinflamato-
rios, IKKa induce una ruta alternativa de activación con-
sistente en el procesamiento proteolítico del precursor
NF-kB2/p100, que participa fundamentalmente en la ma-
duración de células B y la formación de órganos linfoides
secundarios20. Además de su papel en el control de la in-
flamación y la inmunidad, el NF-kB induce la expresión
de proteínas con función antiapoptótica. Por ejemplo, el
ratón deficiente en p65, uno de los componentes vitales
de NF-kB, muere durante el desarrollo embrionario debi-
do a una destrucción masiva del hígado fetal21. Desde

esas observaciones iniciales, se ha reconocido que el NF-
kB es un factor esencial en la inducción de múltiples ge-
nes antiapoptóticos que antagonizan diversas etapas de la
cascada apoptótica, como por ejemplo Bcl-XL, Mcl-1, c-
IAP1, c-IAP2, A1/Bfl1, GADD45b, o enzimas antioxi-
dantes como Mn-SOD y la cadena pesada de la ferritina
(FHC)3,22. La activación de NF-kB es esencial en la sus-
ceptibilidad hepatocelular a la muerte inducida por TNF.
La señalización intracelular del TNF, y de otros miem-
bros de la familia, como por ejemplo TRAIL o Fas, es un
proceso complejo que incluye la interacción proteína-pro-
teína y la formación de plataformas de señalización se-
gregadas en distintos complejos que se inician tras la
unión del TNF a su receptor de membrana TNFR1 (fig.
1). Mientras que la formación intracelular del complejo
II, después de su disociación del TNFR1, es esencial para
la activación de caspasas 8/10, el complejo I formado en
la membrana plasmática induce la activación del NF-kB,
que protege al hepatocito frente a las señales citotóxicas,
de distintas maneras (véase fig. 1). El NF-kB es tan esen-
cial en la supervivencia del hepatocito que su inhibición
selectiva previa es suficiente para sensibilizar al hepatoci-
to a la acción de los ligandos de la familia del TNF. Este
mecanismo antiapoptótico del NF-kB contribuye a fenó-
menos de resistencia tumoral al tratamiento del cáncer.
Algunas estrategias antitumorales de relevancia clínica
(agentes quimioterapéuticos, radiación ionizante) activan
el NF-kB en un breve lapso y evitan la muerte de las cé-
lulas tumorales23. Por tanto, elucidar el mecanismo de la
muerte hepatocelular por TNF a pesar de la activación del
NF-kB y prevenir dicho proceso es de gran interés y rele-
vancia por sus implicaciones clínicas en situaciones como
la esteaohepatitis, la infección viral o la isquemia/reperfu-
sión.

MUERTE HEPATOCELULAR Y RELEVACIA 
EN HEPATOLOGÍA

Los hepatocitos constituyen al menos dos tercios del hí-
gado y su susceptibilidad a determinados estímulos, en
particular al TNF, es de gran relevancia clínica. La sobre-
producción de TNF tiene lugar y es fundamental en el de-
sarrollo de diversas enfermedades hepáticas y, por tanto,
comprender los mecanismos que desencadenan la muerte
hepatocelular por esta citocina puede abrir la puerta a
nuevas estrategias terapéuticas. Puesto que la muerte he-
patocelular por TNF contribuye a la esteatohepatitis tanto
alcohólica (EHA) como no alcohólica (EHNA) y la is-
quemia/reperfusión, el objetivo final es reducir la suscep-
tibilidad del hepatocito al TNF. Por el contrario, en el
caso del cáncer hepático y del carcinoma hepatocelular, el
fin sería diseñar estrategias que permitiesen incrementar
la muerte de las céluas tumorales o promoviesen su sus-
ceptibilidad a los actuales tratamientos.

EHA Y EHNA

Los mecanismos de EHA y EHNA no son del todo cono-
cidos. Aunque la etiología primaria de estas 2 enferme-
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dades es diferente, ambas transcurren con características
histológicas casi idénticas y consistentes en la esteatosis
hepática, la inflamación, la muerte hepatocelular con una
marcada susceptibilidad al estrés oxidativo y la fibrosis
que puede evolucionar a cirrosis y carcinoma hepatoce-
lular. Se considera que la acumulación lipídica en el cito-
plasma de los hepatocitos, principalmente en forma de
ácidos grasos libres y triglicéridos, es el primer paso en
el desarrollo de EHA y EHNA. La lipogénesis y síntesis
de novo de lípidos que ocurre en ambos casos (EHA y
EHNA) son complejas. El alcohol y el acetaldehído en el
caso de EHA24,25 y la resistencia a la insulina y a la hipe-
rinsulinemia en el de EHNA promueven la activación de
los factores de transcripción SREBP-1c y SREBP-2, que
inducen el programa genético de síntesis de novo de áci-
dos grasos y colesterol, respectivamente26-28. Sin embar-
go, el progreso de EHA y EHNA más allá de la esteato-
sis normalmente no ocurre en ausencia de un segundo
estímulo que promueva estrés oxidativo, inflamación,
muerte hepatocelular y fibrosis. La sobreproducción de
citocinas proinflamatorias (p. ej., TNF) y sus correspon-
dientes receptores se han descrito en el desarrollo tanto
de EHA como de EHNA29-32. En modelos experimentales
de EHA, el consumo de alcohol induce una marcada sus-
ceptibilidad del hepatocito alcohólico al TNF33,34 debido
a la disminución del GSH mitocondrial (GSHm), descri-
ta por primera vez en 198735 y posteriormente confirma-
da en diversos modelos de toxicidad por alcohol33,36-43.
Además de la interacción proteína-proteína y la translo-
cación de Bax/Bak a la mitocondria, el TNF genera cera-
mida por una activación de esfingomielinasas que contri-
buye a la generación de ROS y el estrés oxidativo
mitocondrial15,16,44. La disminución de GSHm y la señali-
zación de TNF promueven un entorno oxidativo en la
mitocondria e inducen la peroxidación de la cardiolipina
que favorece la acción permeabilizante de Bax en la
membrana mitocondrial externa6,45. La disminución de
GSHm por alcohol se debe a la acumulación de coleste-
rol libre en la mitocondria, lo que impide el transporte de
GSHm40,46. En el caso de EHNA, el mecanismo que de-
sencadena la susceptibilidad del hepatocito graso al TNF
y la contribución individual de cada lípido es desconoci-
do. Recientemente hemos observado en modelos nutri-
cionales y genéticos de esteatosis hepática caracterizada
por un depósito predominante de triglicéridos, ácidos
grasos libres o colesterol, que la acumulación de coleste-
rol libre en la mitocondria determina la disminución de
GSHm por un mecanismo similar al descrito en el caso
de la EHA y determina la susceptibilidad del hepatocito
al TNF47. Lo más sorprendente es que, a pesar de la sus-
ceptibilidad al TNF por la disminución de GSHm, el NF-
kB no se desactiva. Sin embargo, los cambios prooxida-
tivos en la cardiolipina mitocondrial ocurren antes de
que NF-kB active los genes antiapoptóticos45. Por tanto,
en el contexto de EHN y EHNA, las estrategias tenden-
tes a frenar la síntesis y/o el transporte de colesterol a la
mitocondria en conjunción con antioxidantes y/o precur-
sores de GSH pueden ser de relevancia en la EHN y la
EHNA al aumentar por el GSHm.

Isquemia/reperfusión

El daño hepatocelular por isquemia/reperfusión está deter-
minado por mecanismos multifactoriales intracelulares e
intercelulares no del todo conocidos. Junto con la activa-
ción plaquetaria, infiltración de celulares proinflamatorias
(linfocitos CD4+ y células de Kupfer), ROS, generación de
ceramida o activación de NF-kB, se ha observado que la
sobreproducción y señalización vía TNF, pero no de Fas,
es fundamental para el daño por isquemia/reperfusión48.
Puesto que la esfingomielinasa ácida es fundamental en la
apoptosis inducida por TNF15,16, se ha observado que tam-
bien lo es esfingomielinasa ácida (ASMasa) en el daño he-
patocelular por isquemia/reperfusión49. Tras la reperfusión
se ha observado una acumulación transitoria de ceramida
debido a una activación temprana (15-30 min) de la AS-
Masa seguida (3-5 h) de la activación de la ceramidasa áci-
da en un modelo murino de isquemia/reperfusión. La eli-
minación por ARN de interferencia o la inhibición
farmacológica de la ASMasa protegen parcialmente de la
isquemia/reperfusión y previene la activación de JNK, una
de las dianas de la ceramida, y la translocación de Bim a la
mitocondria49. Por tanto, la ASMasa constituye un nuevo
blanco en las estrategias terapéuticas contra el daño hepa-
tocelular por isquemia/reperfusión, que puede ser de rele-
vancia en situaciones como el trasplante hepático, los trau-
matismos, el choque hemorrágico o la cirugía hepática.

Carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular es uno de los cánceres más
frecuentes y la tercera causa de mortalidad. Ello se debe a
que la mayoría de los pacientes son diagnosticados en es-
tadios intermedios o avanzados y a la falta de un trata-
miento efectivo50. En parte este problema se plantea por
la resistencia de las células tumorales a la muerte celular
inducida por la terapia actual. Aunque la radiación ioni-
zante y la quimioterapia activan mecanismos apoptóticos,
sus consecuencias se contrarrestan por la activación de
mecanismos de supervivencia dependientes de NF-kB in-
ducidos por el propio tratamiento. Dado el papel funda-
mental de los ligandos de la familia del TNF en la apop-
tosis, la interrupción de las señales de dichos ligandos es
fundamental en la carcinogénesis hepática. De hecho, en
los pacientes con carcinoma hepatocelular que no expre-
san receptor para Fas, el desarrollo del tumor es más
agresivo que los tumores que sí lo expresan51. Reciente-
mente se ha descrito la inactivación de la caspasa 8 en el
modelo murino de carcinoma hepatocelular por la metila-
ción del promotor de la procaspasa 8, que se revierte por
la inhibición de la ADN metiltransferasas y la desacetila-
ción de las histonas52. La interrupción de la señalización
de la caspasa 8 por los ligandos del TNF tiene además
consecuencias adicionales en la carcinogénesis53 y da lu-
gar a una sobreactivación del NF-kB, lo que promovería
la supervivencia/resistencia del tumor a la terapia54. Por
tanto, la inhibición del NF-kB emerge como una diana
atractiva para reducir la resistencia o aumentar la apopto-
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sis de las células tumorales, particularmente, si la misma
estrategia utilizada para la inhibición del NF-kB es ade-
más un inductor de apoptosis. En este sentido, el ganglió-
sido GD3 tiene la capacidad de bloquear la translocación
al núcleo del NF-kB23,55, a la vez que tras su interacción
con la mitocondria induce la generación de ROS, la per-
meabilización mitocondrial, la liberación de citocromo c
y la activación de las caspasas14,15,19,23,39. Gracias a esta ac-
ción dual, el pretratamiento de líneas celulares de hepato-
ma humano con GD3 incrementa la apoptosis inducida
por radiación ionizante y antraciclinas23, lo que sugiere
que la expresión selectiva de GD3 en células tumorales
podría ser una estrategia para el tratamiento del carcino-
ma hepatocelular. Con este objetivo, hemos desarrollado
vectores de expresión en los que el promotor de la GD3-
sintetasa, la enzima de la síntesis de GD3 a partir de
GM3, está flanqueada por elementos sensibles a la hipo-
xia (HIF). El cultivo de células de hepatoma humano
(HepG2, Hep3B) en hipoxia (2% O2) induce la expresión
de GD3 y sus cantidades tras su transfección con dicho
vector56. El objetivo final de esta estrategia es aplicarlo en
modelos experimentales de carcinoma hepatocelular y
convertir el mejor aliado del tumor, la hipoxia, en el estí-
mulo para inducir la expresión de GD3 y sensibilizar las
células tumorales a la terapia actual.
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