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INTRODUCCION

La muerte celular es un proceso dindmico que refleja la
pérdida de una guerra estratégica entre factores de super-
vivencia y sefiales citot6xicas. Existen diversas formas de
muerte celular segin el tipo de célula, la apariencia mor-
folégica de diversos compartimentos subcelulares y el es-
timulo que la induce, asi como los mecanismos causales.
Ademads de la apoptosis y la necrosis, la autofagia y la de-
nominada catdstrofe mitdtica presentan caracteristicas
morfolégicas propias, con presencia de autofagosomas o
vacuolas autofigicas y de micronidcleos o multinuclea-
cion, respectivamente. Por otra parte, aunque la anoikis
transcurre con caracteristicas similares a la apoptosis, es
inducida especificamente por la pérdida de enclaje de una
célula a su soporte o a otras células, mientras que la dege-
neracion walleriana o la cornificacién (también conocida
como queratinizacién) se han descrito en células del siste-
ma nervioso y en la epidermis, respectivamente.

La apoptosis ha recibido especial atencién entre los in-
vestigadores a partir de su redescubrimiento en 1972, de-
bido a su relevancia en el desarrollo de diversas patologi-
as. Desde entonces, el progreso en los ultimos afios en la
identificacién y caracterizacidon de los mecanismos bio-
quimicos que la regulan ha sido espectacular. Esta forma
de muerte celular esté caracterizada por una condensacién
de la cromatina, degradacion internucleosomal del ADN,
reduccion del volumen celular y mantenimiento de la ba-
rrera de la membrana plasmatica, al menos al inicio del
proceso, sin apenas modificacién ultraestructural de com-
partimentos subcelulares. Por otra parte, la permeabiliza-
cién por rotura de la membrana plasmatica, con la conse-
cuente liberacién al medio extracelular de componentes
celulares (enzimas, p. ej., ALT, AST, LDH) y la tincién
nuclear con sondas vitales, normalmente excluidas en cé-
luas viables, caracterizan la muerte necrética o necrosis.
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Si bien las caspasas (proteasas que se activan durante la
apoptosis) determinan el fenotipo apoptético con la de-
gradacion de la cromatina y el ADN, estas caracteristicas
también pueden ocurrir en ausencia de activacién de las
caspasas. Sin embargo, a pesar de estas distintas caracte-
risticas morfoldgicas, la apoptosis y la necrosis compar-
ten mecanismos comunes como la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial (PMM). En la apoptosis, la per-
meabilizaciéon de la mitocondria precede a la liberacion
desde el espacio intermembranal de proteinas proapoptd-
ticas que activan las caspasas; en la necrosis, este proceso
contribuye a la disfuncién metabdlica 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) estd determinada funda-
mentalmente por el estado energético de la célula y la
concentracién de ATP. Aunque la mitocondria es clave
en el control de la muerte celular, otros compartimentos
subcelulares —como los lisosomas, el reticulo endopldsmi-
co, la membrana plasmatica y el nicleo— también la regu-
lan, y se establecen vias de comunicacién entre estos
compartimentos y la mitocondrial.

En la presente revision 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 sobreproduccién de TNF en hepatologia. 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 (alcohdlica y no alcohdlica o isque-
mia/reperfusion), mientras que, en el caso del carcinoma
hepatocelular, el objetivo seria disefiar pautas para incre-
mentar la muerte o disminuir la resistencia de las células
tumorales a las actuales terapias.

RUTAS INTRINSECA Y EXTRINSECA DE ACTIVACION
DE LAS CASPASAS

Las caspasas son una familia de proteasas especializadas
que hidrolizan proteinas diana especificas en una secuencia
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Fig. 1. Rutas intrinseca y extrinseca de activacion de las caspasas y la sefializacion intracelular de TNF. La translocacion de Bax y Bak a la membrana
mitocondrial externa de la mitocondria causada por diversos estimulos (p. ej. estrés, daiio al DNA, induccion de p53) induce la permeabilizacion de la
mitocondria y la consecuente liberacion al citosol de proteinas proapoptdticas como el citocromo c, que participa en el ensamblaje del apoptosoma 'y
la activacion de la caspasa 3, origen del fenotipo apoptético. En ciertos tipos celulares (células tipo 1), la union del TNF al receptor TNFRI induce una
cascada de activacion de caspasas por protedlisis controlada por la formacion de sendos complejos con diferentes funciones. Mientras que la forma-
cion intracelular del complejo Il estimula la activacion de caspasa 8, que a su vez actiia 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 expresion de proteinas que contrarrestan diversas rutas proapoptoticas.
En hepatocitos (y células tipo 1), el complejo Il y la activacion de la caspasa 8 son insuficientes para activar la caspasa 3. En estas células, la caspasa
8 recluta la participacion de la mitocondria (ruta intrinseca) a través de la protedlisis de Bid, cuyo fragmento tBid se transloca a la membrana externa
y estimula la oligomerizacion de Bax/Bak y libera el citocromo c. Junto con esta proteina mitocondrial, también se liberan otras, Smac/DIABLO, AIF,
que promueven la apoptosis por diferentes mecanismos. Junto con la activacion de caspasas, el TNF también estimula la sobreproduccion de ROS de
origen mitocondrial, que a su vez favorece la activacion sostenida de JNK, y contribuye a la muerte celular.

caracteristica, que se encuentran normalmente inactivas en
la célula en forma de zimdgenos y se activan mediante la
protedlisis controlada por otras caspasas activas®. Depen-
diendo de su accion sobre dianas determinantes del fenoti-
po apoptdtico o en la activacidn de otras caspasas, éstas se
clasifican en caspasas reguladoras o iniciadoras (upstream;
p- €j., la caspasa 8) y caspasas ejecutoras (downstream; p.
ej., la caspasa 3). La mitocondria es esencial en la regula-
cién de la muerte celular. Dicha accién fue consolidada en
1996 cuando Wang et al describieron que el citocromo ¢
activa la caspasa 3 en extractos citosélicos®*. En trabajos
posteriores se caracteriz6 el denominado apoptosoma mito-
condrial, formado por la interaccién del citocromo c libera-

82  Gastroenterol Hepatol. 2006;29(Supl 1):81-8

do desde el espacio intermembranal de la mitocondria con
el factor citosélico apaf-1, la procaspasa 9 y ATP. La for-
macién de dicho complejo resulta en la activacién de la
caspasa 9, que a su vez, mediante una prote6lisis controla-
da de la procaspasa 3, da lugar a su activacion y acttia con-
tra dianas especificas que determinan el fenotipo apopt6ti-
co (fig. 1). Asi, las caspasas ejecutoras activan la ADNasa
activada por caspasa (CAD) mediante la degradacion e
inactivacion de su inhibidor constitutivo (ICAD), lo que da
lugar a la degradacién internucleosomal del ADN. Aunque
esta accion constituye el paradigma de la apoptosis, la mi-
tocondria libera otras proteinas que, como el citocromo c,
se encuentran normalmente recluidas en el espacio inter-
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Fig. 2. Permeabilizacion mitocondrial. Miiltiples estimulos actiian en la mitocondria y favorecen la liberacion de las proteinas proapoptéticas del es-
pacio intermembranal. Ademds de los miembros de bcl-2 con funcion proapoptdtica (Bax/Bak/Bid), otras proteinas como factores de transcripcion
(TR3, p53), enzimas de sefializacion (JNK, PKCO), proteinas virales (VpR), ROS, Ca2+, y lipidos como la ceramida y el gangliésido GD3 inducen la
permeabilizacion mitocondrial. Ademds de citocromo ¢ 'y Smac/DIABLO que activan las caspasas, otras proteinas también liberadas promueven la
muerte celular independientemente de las caspasas, como AIF, Omi/HtA2 y endonucleasa G. La caracterizacion de los inductores de la permeabili-
zacion mitocondrial y del mecanismo de liberacion de proteinas mitocondriales es de relevancia en medicina y en hepatologia, lo que podria permitir
disefiar tratamiento mds eficaces para enfermedades como la esteatohepatitis (alcohdlica y no alcohdlica), las hepatitis virales, la isquemia/reperfu-

sion o el carcinoma hepatocelular.

membranal y promueven la muerte celular, como por
ejemplo el factor de induccién 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 inactivacién
de los denominados inhibidores de apoptosis (IAPs). La
activacién de las caspasas ejecutoras puede ocurrir me-
diante 2 procesos, denominados intrinseco y extrinseco.
En el primero, sefiales generadas intracelularmente (p. ej.,
miembros de la familia del Bcl-2, Bax, Bak, Bid, Puma,
Noxa) actdan en la mitocondria favoreciendo la PMM y la
liberacién de citocromo c, con la consiguiente activacién
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 sefializacién que finalmente conduce a la activacién
de las caspasas reguladoras, como la caspasa 8, que puede
ser suficiente, en ciertos tipos de células, para la activa-
cién de la caspasa 3 (fig. 1). Mientras que en células deno-
minadas tipo I (p. €j., los linfocitos) la unién del TNF o
Fas a sus receptores es suficiente para la activacién de la
caspasa 3 via caspasa 8, en las células tipo II, como los
hepatocitos, la activacion de la caspasa 8 por estos ligan-
dos no lo es, y se necesita la participacién de la mitocon-
dria. En este tipo de células las rutas extrinseca e intrinse-

ca colaboran en la activacién de la caspasa 3. Este proceso
se establece mediante Bid, uno de los miembros proapop-
téticos de Bcl-2. La activacion de la caspasa 8 por TNF
induce una protedlisis parcial en Bid y genera un fragmen-
to truncado de Bid (tBid), el cual experimenta una translo-
cacion a la mitocondria y promueve la oligomerizacién de
Bax/Bak en la membrana externa de la mitocondria, lo
que resulta en la PMM vy la liberacién de citocromo c, el
ensamblaje del apoptosoma, la activacion de la caspasa 3
y la apoptosis hepatocelular (fig. 1). Ademds de Bax/Bak,
existe una variedad de agentes que convergen en la mito-
condria y estimulan la liberacién de proteinas proapopt6ti-
cas (fig. 2). Asi, no s6lo por la accién de ciertas proteinas,
como proteinas virales (VpR), factores de transcripcién
(p53) o cinasas (JNK), sino también factores como el in-
cremento de Ca*', la generacion de ROS vy lipidos, como
la ceramida y el gangliésido GD3, interaccionan con la
mitocondria e inducen la liberacién de citocromo c, lo que
da lugar a la activacion de las caspasas.

MECANISMOS DE PERMEABILIZACION
MITOCONDRIAL Y LIBERACION DE CITOCROMO C

Si bien la PMM es esencial para la liberacion del citocro-
mo c al citosol, los mecanismos de este proceso no son
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del todo conocidos. La membrana mitocondrial externa
constituye una barrera fisica en la liberacién mitocondrial
del citocromo c en respuesta a estimulos apoptéticos, y su
rotura es necesaria para este proceso. La evidencia actual
indica la existencia de 2 mecanismos de rotura y/o
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa.
En el primero, factores como Bid o Bax, tras su transloca-
cién y oligomerizacién en la membrana mitocondrial ex-
terna, formarian poros para permitir la conduccién del ci-
tocromo c¢ al espacio citosdlico. Dicho modelo es
coherente con la estructura de Bid/Bax y su similitud es-
tructural con porinas citotéxicas. Recientes estudios que
han utilizado liposomas de composicién semejante a la de
la membrana mitocondrial han indicado la necesidad de
la cardiolipina, un fosfolipido aniénico presente exclusi-
vamente en la mitocondria, para la accién permeabilizan-
te de Bid/Bax®. Una de las consecuencias de este modelo,
aparte de la formacion de poros de tamaio suficiente para
la movilizacién de macromoléculas como el citocromo ¢
o Smac/DIABLO, seria el mantenimiento de la permeabi-
lidad de la membrana interna mitocondrial. Datos recien-
tes indican la formacién 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 formacién del apoptosoma mitocondrial sin alterar la
translocacidn, insercién y oligomerizacién de Bax en la
membrana externa’. A pesar de dichas observaciones, la
naturaleza del canal que se formaria en la membrana mi-
tocondrial externa para la liberacion de citocromo c al ci-
tosol es desconocida. De hecho, una alternativa al canal
de liberacién de citocromo ¢ por Bax seria la formacién
de canales lipidicos (ceramida, esfingosina y ganglidsido
GD3), que aumentarian progresivamente de tamafio en la
membrana externa en respuesta a estimulos apoptSticos® L.
Por otra parte, la induccién de la denominada transicién
de la permeabilidad mitocondrial (MPT) constituye un
modelo alternativo al de la formacién de canales especifi-
cos en la membrana externa, coherente con multiples ob-
servaciones experimentales'. La induccion de la MPT en
la membrana interna mitocondrial permitirfa la liberacién
de solutos hasta un peso molecular de 1.500 Da. Esta
drastica alteracién en la permeabilidad mitocondrial da
lugar a la despolarizacién mitocondrial, el desacopla-
miento de la fosforilacién oxidativa, la consecuente gene-
racion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la disi-
pacién de gradientes i6nicos, lo que resulta en un choque
osmoético coloidal que culmina con la rotura de la mem-
brana externa, que es incapaz de adaptarse al hinchamien-
to osmoético de la matriz mitocondrial, y da lugar a la li-
beracién de proteinas del espacio intermembranal al
citosol. Como se puede apreciar, las consecuencias en
cuanto al ensamblaje del apoptosoma y la activacién de
las caspasas ejecutoras es equivalente en ambos modelos,
si bien la despolarizacién mitocondrial seria una caracte-
ristica inherente a la induccién de la MPT, pero no asi en
el caso de la permeabilidad selectiva de la membrana mi-
tocondrial externa. El andlisis de las multiples observa-
ciones realizadas en diferentes contextos indica que am-

84  Gastroenterol Hepatol. 2006;29(Supl 1):81-8

bos modelos coexisten y el predominio de uno sobre otro
dependeria del tipo de célula, el estimulo y su intensidad
y/o prolongacién. El proceso de 1a MPT estd mediado por
un complejo multiproteinico, cuya identidad sélo se co-
noce parcialmente, constituido en parte por proteinas 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 nucleétidos de adenina (ANT), un
transportador localizado en la membrana interna de la mi-
tocondria que intercambia ADP por ATP, el canal aniéni-
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 induccién de la MPT por
los agonistas, como los ligandos de ANT, produce la des-
polarizacién de la mitocondria, generacion de ROS, cho-
que osmdtico, rotura de la membrana externa con libera-
cion de citocromo c al citosol y ensamblaje del
apoptosoma. Por otra parte, los inhibidores de la MPT
como la ciclosporina A, por su accién en la ciclofilina D,
previenen la MPT y todas las consecuencias adversas es-
perables de la disfuncién mitocondrial, incluidas la libe-
racién de citocromo c y la activacion de la caspasa 3. Una
de las evidencias mds sdlidas a favor de este modelo de
MPT ha resultado de la generacion del ratdn deficiente en
ciclofilina D'2!3, Dicho ratén muestra una resistencia a la
muerte celular por isquemia/reperfusion en el higado, el
cerebro y el corazén que contrasta con la sensibilidad a la
muerte hepatocelular inducida por Bax. Aunque una de
las consecuencias de la induccién de la MPT es la sobre-
produccion de ROS secundaria a la perturbacién de la
fosforilacién oxidativa, la generaciéon de ROS mitocon-
drial induce la MPT y resulta en la liberacién de citocro-
mo c al citosol y la activacién del apoptosoma'*. El pre-
tratamiento con antioxidantes previene la MPT inducida
por el anién superéxido y la consecuente liberacion de ci-
tocromo ¢ y activacion de caspasa 3. De igual forma, el
uso de antioxidantes es eficaz en la proteccion hepatoce-
lular contra la apoptosis/necrosis inducida por TNF!>16,
de relevancia en diversas afecciones como la esteatohepa-
titis alcohdlica y no alcohdlica y el dafio hepatico por is-
quemia/reperfusion.

CONTROL ENERGETICO DE LA MUERTE CELULAR

Como se ha indicado anteriormente, la apoptosis y la ne-
crosis son dos extremos de muerte celular con caracteris-
ticas morfoldgicas y bioquimicas 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
condensacién de la cromatina, activacion de caspasas, de-
gradacion del ADN y externalizacién de fosfatidilserina
(lo que seria conherente con una muerte apoptética) y
también con la permeabilizacién de la membrana plasma-
tica y tincién con sondas vitales y liberacién de enzimas
al medio extracelular (coherente con la necrosis)®. Esto
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implica la existencia de mecanismos comunes y de facto-
res que controlan ambas formas de muerte celular. Como
la activacién de las caspasas contribuye, aunque no de
manera exclusiva, a la apoptosis, factores que regulan di-
cha activacién determinarian el equilibrio entre la apopto-
sis y la necrosis en respuesta a un determinado estimulo.
En la ruta intrinseca, la activacién 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 energia liberada de la hidrélisis del (d)ATP, con la
consecuente generaciéon de ADP, induce un cambio en la
conformacién y la oligomerizacién de Apaf-1 con la acti-
vacion de la procaspasa 9 muy rdpidamente (< 1 min)'’.
En la ruta extrinseca (inducida por TNF o Fas), el grado
de apoptosis depende de la concentracién de ATP. Por lo
tanto, la carga energética y la concentracién de ATP de la
célula en el momento en que se induce la ruta intrinseca
determinarian si la célula muere por apoptosis o por ne-
crosis. Otro punto en el que la concentracién de ATP re-
gula la apoptosis es en el transporte al niicleo de factores
citopldsmicos como CAD!. Por otra parte, las caspasas
poseen cisteinas 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 apoptosis'®. Esta
caracteristica tiene importantes implicaciones terapéuti-
cas, y es fundamental determinar si cierto estimulo apop-
tético induce o no un incremento de ROS, puesto que la
inhibicién de las caspasas s6lo favoreceria la muerte ne-
crética en vez de la apoptosis'®.

MECANISMOS DE SUPERVIVENCIA DEPENDIENTES
DE NF-KB.

El NF-xB es un factor de transcripcion fundamental en la
inflamacioén, la inmunidad y la supervivencia celular. En
condiciones basales, el NF-kB esta retenido en el citosol
en su forma inactiva gracias a su asociacién con su inhi-
bidor enddgeno IkB, que experimenta una rdpida degra-
dacién en respuesta a multiples estimulos, lo que resulta
en la translocacién al nicleo de sus miembros activos.
Este proceso requiere la fosforilacion de IxB por el com-
plejo IkB cinasa (IKK), constituido por 3 subunidades,
IKKa, IKKB y IKKY (también conocida como NEMO).
A pesar de las similitudes estructurales y bioquimicas de
las subunidades cataliticas de IKKo y IKK[, ambas pose-
en funciones fisiol6gicas distintas. Mientras que IKK[ es
esencial en la degradacion de IxB, con la consiguiente ac-
tivaciéon de NF-kB en respuesta a estimulos proinflamato-
rios, IKKa induce una ruta alternativa de activacioén con-
sistente en el procesamiento proteolitico del precursor
NF-xB2/p100, que participa fundamentalmente en la ma-
duracién de células B y la formacién de érganos linfoides
secundarios®. Ademads de su papel en el control de la in-
flamacién y la inmunidad, el NF-kB induce la expresién
de proteinas con funcién antiapoptética. Por ejemplo, el
ratén deficiente en p65, uno de los componentes vitales
de NF-xB, muere durante el desarrollo embrionario debi-
do a una destruccién masiva del higado fetal?!. Desde

esas observaciones iniciales, se ha reconocido que el NF-
kB es un factor esencial en la induccién de multiples ge-
nes antiapoptdéticos que antagonizan diversas etapas de la
cascada apoptdtica, como por ejemplo Bcl-XL, Mcl-1, c-
IAPI1, c-1AP2, A1/Bfll, GADD45p, o enzimas antioxi-
dantes como Mn-SOD vy la cadena pesada de la ferritina
(FHC)*?2. La activacién de NF-xB es esencial en la sus-
ceptibilidad hepatocelular a la muerte inducida por TNF.
La sefalizacion intracelular del TNF, y de otros miem-
bros de la familia, como por ejemplo TRAIL o Fas, es un
proceso complejo que incluye la interaccién proteina-pro-
tefna y la formacién de plataformas de sefalizacioén se-
gregadas en distintos complejos que se inician tras la
unién del TNF a su receptor de membrana TNFRI1 (fig.
1). Mientras que la formacion intracelular del complejo
I, después de su disociacion del TNFRI1, es esencial para
la activacion de caspasas 8/10, el complejo I formado en
la membrana plasmatica induce la activacion del NF-kB,
que protege al hepatocito frente a las sefiales citotdxicas,
de distintas maneras (véase fig. 1). El NF-xB es tan esen-
cial en la supervivencia del hepatocito que su inhibicién
selectiva previa es suficiente para sensibilizar al hepatoci-
to a la accién de los ligandos de la familia del TNF. Este
mecanismo antiapoptético del NF-xB contribuye a fend-
menos de resistencia tumoral al tratamiento del céancer.
Algunas estrategias antitumorales de relevancia clinica
(agentes quimioterapéuticos, radiacién ionizante) activan
el NF-xB en un breve lapso y evitan la muerte de las cé-
lulas tumorales®. Por tanto, elucidar el mecanismo de la
muerte hepatocelular por TNF a pesar de la activacién del
NF-xB y prevenir dicho proceso es de gran interés y rele-
vancia por sus implicaciones clinicas en situaciones como
la esteaohepatitis, la infeccién viral o la isquemia/reperfu-
sion.

MUERTE HEPATOCELULAR Y RELEVACIA
EN HEPATOLOGIA

Los hepatocitos constituyen al menos dos tercios del hi-
gado y su susceptibilidad a determinados estimulos, en
particular al TNF, es de gran relevancia clinica. La sobre-
produccion de TNF tiene lugar y es fundamental en el de-
sarrollo de diversas enfermedades hepaticas 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
alcohdlica (EHA) como no alcohdlica (EHNA) y la is-
quemia/reperfusion, el objetivo final es reducir la suscep-
tibilidad del hepatocito al TNF. Por el contrario, en el
caso del cancer hepdtico y del carcinoma hepatocelular, el
fin serfa disefiar 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 etiologia primaria de estas 2 enferme-
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dades es diferente, ambas transcurren con caracteristicas
histolégicas casi idénticas y consistentes en la esteatosis
hepética, la inflamacién, 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 acumulacién lipidica en el cito-
plasma de los hepatocitos, principalmente en forma de
acidos grasos libres y triglicéridos, es el primer paso en
el desarrollo de EHA y EHNA. La lipogénesis y sintesis
de novo de lipidos que ocurre en ambos casos (EHA y
EHNA) son complejas. El alcohol y el acetaldehido en el
caso de EHA?*® y la resistencia a la insulina y a la hipe-
rinsulinemia en el de EHNA promueven la activacién de
los factores de transcripcion SREBP-1c y SREBP-2, que
inducen el programa genético de sintesis de novo de 4ci-
dos grasos y colesterol, respectivamente®*2%, Sin embar-
go, el progreso de EHA y EHNA maés alld de la esteato-
sis normalmente no ocurre en ausencia de un segundo
estimulo que promueva estrés oxidativo, inflamacion,
muerte hepatocelular y fibrosis. La sobreproduccién de
citocinas proinflamatorias (p. ej., TNF) y sus correspon-
dientes receptores se han descrito en el desarrollo tanto
de EHA como de EHNA®-32, En modelos experimentales
de EHA, el consumo de alcohol induce una marcada sus-
ceptibilidad del hepatocito alcohélico al TNF?*3* debido
a la disminucién del GSH mitocondrial (GSHm), descri-
ta por primera vez en 1987% y posteriormente confirma-
da en diversos modelos de toxicidad por alcohol®336-43,
Ademas de la interaccién proteina-proteina y la translo-
cacion de Bax/Bak a la mitocondria, el TNF genera cera-
mida por una activacién de esfingomielinasas que contri-
buye a la generacién de ROS y el estrés oxidativo
mitocondrial'>!%4, La disminucién de GSHm y la sefiali-
zaciéon de TNF promueven un entorno oxidativo en la
mitocondria e inducen la peroxidacién de la cardiolipina
que favorece la accién permeabilizante de Bax en la
membrana mitocondrial externa®*. La disminucién de
GSHm por alcohol se debe a la acumulacién de coleste-
rol libre en la mitocondria, lo que impide el transporte de
GSHm*“, En el caso de EHNA, el mecanismo que de-
sencadena la susceptibilidad del hepatocito graso al TNF
y la contribucién individual de cada lipido es desconoci-
do. Recientemente hemos observado en modelos nutri-
cionales y genéticos de esteatosis hepdtica caracterizada
por un depdsito predominante de triglicéridos, dcidos
grasos libres o colesterol, que la acumulacién de coleste-
rol libre en la mitocondria determina la disminucién de
GSHm por un mecanismo similar al descrito en el caso
de la EHA y determina la susceptibilidad del hepatocito
al TNF¥. Lo mds sorprendente es que, a pesar de la sus-
ceptibilidad al TNF por la disminucién 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 antiapopt6ticos®. Por tanto,
en el contexto de EHN y EHNA, las estrategias tenden-
tes a frenar la sintesis y/o el transporte de colesterol a la
mitocondria en conjuncién con antioxidantes y/o precur-
sores de GSH pueden ser de relevancia en la EHN y la
EHNA al aumentar por el GSHm.
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Isquemia/reperfusion

El dafio hepatocelular por isquemia/reperfusion estd deter-
minado por mecanismos multifactoriales intracelulares e
intercelulares no del todo conocidos. Junto con la activa-
cién plaquetaria, infiltracién de celulares proinflamatorias
(linfocitos CD4+ y células de Kupfer), ROS, generacion de
ceramida o activacién de NF-xB, se ha observado que la
sobreproduccién y sefializacién via TNF, pero no de Fas,
es fundamental para el dafio por isquemia/reperfusion®.
Puesto que la esfingomielinasa dcida es fundamental en la
apoptosis inducida por TNF'>16 se ha observado que tam-
bien lo es esfingomielinasa dcida (ASMasa) en el dafio he-
patocelular por isquemia/reperfusion®. Tras la reperfusion
se ha observado una acumulacién transitoria de ceramida
debido a una activacién temprana (15-30 min) de la AS-
Masa seguida (3-5 h) de la activacién de la ceramidasa 4ci-
da en un modelo murino de isquemia/reperfusién. La eli-
minaciéon por ARN de interferencia o la inhibicién
farmacolégica de la ASMasa protegen parcialmente de la
isquemia/reperfusion y previene la activacién de JNK, una
de las dianas de la ceramida, y la translocacién de Bim a la
mitocondria®. Por tanto, la ASMasa constituye un nuevo
blanco en las estrategias terapéuticas contra el dafio hepa-
tocelular por isquemia/reperfusion, que puede ser de rele-
vancia en situaciones como el trasplante hepdtico, los trau-
matismos, el choque hemorrdgico o la cirugia hepética.

Carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular es uno de los cdnceres mas
frecuentes y la tercera causa de mortalidad. Ello se debe a
que la mayoria de los pacientes son diagnosticados en es-
tadios intermedios o avanzados y a la falta de un trata-
miento efectivo™. En parte este problema se plantea por
la resistencia de las células tumorales a la muerte celular
inducida por la terapia actual. Aunque la radiacién ioni-
zante y la quimioterapia activan mecanismos apoptoticos,
sus consecuencias se contrarrestan por la activacién 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 interrupcién de las sefiales de dichos ligandos es
fundamental en la carcinogénesis hepatica. De hecho, en
los pacientes con carcinoma hepatocelular que no expre-
san receptor para Fas, el desarrollo del tumor es mds
agresivo que los tumores que si lo expresan’!. Reciente-
mente se ha descrito la inactivacion de la caspasa 8 en el
modelo murino de carcinoma hepatocelular por la metila-
cién del promotor de la procaspasa 8, que se revierte por
la inhibicién de la ADN metiltransferasas y la desacetila-
cién de las histonas™. La interrupcion de la sefializacion
de la caspasa 8 por los ligandos del TNF tiene ademds
consecuencias adicionales en la carcinogénesis® y da lu-
gar a una sobreactivacién del NF-kB, lo que promoveria
la supervivencia/resistencia del tumor a la terapia®*. Por
tanto, la inhibicién del NF-xB 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 inhibicién del NF-«xB es ade-
mads un inductor de apoptosis. En este sentido, el gangli6-
sido GD3 tiene la capacidad de bloquear la translocacién
al nicleo del NF-kB*, a la vez que tras su interaccién
con la mitocondria induce la generacién de ROS, la per-
meabilizacién mitocondrial, la liberacion de citocromo ¢
y la activacion de las caspasas'+!3192339 Gracias a esta ac-
cién dual, el pretratamiento de lineas celulares de hepato-
ma humano con GD3 incrementa la apoptosis inducida
por radiacién ionizante y antraciclinas®, lo que sugiere
que la expresion selectiva de GD3 en células tumorales
podria ser una estrategia para el tratamiento del carcino-
ma hepatocelular. Con este objetivo, hemos desarrollado
vectores de expresion en los que el promotor de la GD3-
sintetasa, la enzima de la sintesis de GD3 a partir de
GM3, estd flanqueada por elementos sensibles a la hipo-
xia (HIF). El cultivo de células de hepatoma humano
(HepG2, Hep3B) en hipoxia (2% O,) induce la expresion
de GD3 y sus cantidades tras su transfeccién con dicho
vector®®. 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 esti-
mulo para inducir la expresion de GD3 y sensibilizar las
células tumorales a la terapia actual.
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