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Introduccion

El higado es un érgano con una sorprendente capaci-
dad regenerativa frente al dafno. La regeneracion he-
patica observada en respuesta a diferentes tipos de
agresiones determina que incluso la extensa muerte
hepatocelular observada tras un episodio agudo, como
en el caso de una hepatitis viral, pueda llegar a resol-
verse completamente tras la eliminacion del agente
causante del dano. Por el contrario, en casos de lesio-
nes menos graves pero que se prolongan en el tiempo
puede producirse una regeneracion incompleta o una
fibrosis hepatica, como consecuencia de un proceso
inflamatorio y de reparacion de tejido en respuesta a
un dafno hepatico cronico.

Para el caso de la fibrosis hepatica, la presencia de
un componente de reversibilidad se inicia, en gene-
ral, con la eliminacién del dafo hepatico. Por lo tan-
to, la inhibicién del estimulo causante del daio hepa-
tico emerge como un potencial tratamiento que no
esta dirigido Unicamente a las enfermedades hepati-
cas agudas, sino también a las enfermedades hepati-
cas cronicas, incluso en sus estadios mas avanzados.
Pero la supresion del agente causante no siempre es
posible, por lo que es critico el conocimiento de los
mecanismos celulares y moleculares que conducen al
dano hepatico causado por un determinado estimulo
para la actuacion farmacoldgica y la aplicacion del
mejor de los tratamientos disponibles.

En la presente revision se resumen los aspectos/
mecanismos mas relevantes que contribuyen al desa-
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rrollo del dafo hepatico y su relevancia en enferme-
dades prevalentes hepaticas.

Apoptosis y necrosis en el hepatocito

El dafo hepatico se produce cuando la muerte celular
excede la capacidad regenerativa del érgano. Afecta
predominantemente al hepatocito como tipo celular
mas abundante en el higado. En este escenario, la
muerte hepatocelular coexiste con los fenémenos de
reparacion tisular, inflamacion, regeneracion y fibro-
sis. En este sentido, y pese a las diferencias en la
causa del dafo (p. €j., infeccion por virus de la hepa-
titis C, colestasis, esteatohepatitis, etc.), el tipo de
muerte celular sigue generalmente 2 patrones dife-
renciados: apoptosis o necrosis'. La necrosis, también
denominada oncosis o necrosis oncotica, resulta de la
perturbacién extrema del equilibrio celular. Durante
la necrosis se observa una disminucion drastica del
contenido energético celular en forma de adenosina
trifosfato (ATP), que resulta en el hinchamiento y la
lisis del hepatocito, lo que conduce a la liberacion
masiva del contenido intracelular y a una inflamacion
secundaria. Por el contrario, la apoptosis representa
la eliminacién controlada de la célula mediante la
ejecucion de un programa regulado de muerte depen-
diente de ATP que, morfologicamente, conduce a un
encogimiento celular, acompanado de condensacion
de la cromatina y fragmentacion nuclear. El proceso
apoptotico afecta a determinadas células que deben
ser eliminadas por el organismo por diferentes moti-
vos (p. €j., por estar danadas, senescentes, infecta-
das). La apoptosis no afecta necesariamente a células
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contiguas ni a todas las células de un area tisular. Du-
rante la apoptosis, la membrana celular no se destru-
ye, lo que impide la liberacion al espacio extracelular
de su contenido y resulta en un proceso «silencioso»
que minimiza la respuesta inflamatoria. Finalmente,
el hepatocito apoptotico es captado en su totalidad
por fagocitos, lo que impide que se produzca alarma
en el resto del tejido. Los fendomenos morfoldgicos
que caracterizan la apoptosis son debidos, fundamen-
talmente, a la accién de unas cisteinil-aspartato pro-
teasas conocidas como caspasas?. Las caspasas no di-
gieren inespecificamente todo el contenido celular
(como podrian hacer, p. €j., las proteasas digestivas),
sino que cortan sustratos celulares estratégicos, basi-
cos para el mantenimiento de la estructura celular y
las vias de supervivencia. Las caspasas se encuentran
constitutivamente expresadas en las células y residen
sobre todo en el citosol, en forma de zimogeno inac-
tivo o «procaspasa», y se procesan a estado activo por
proteolisis. Algunas caspasas son «iniciadoras» y otras
«efectoras» del proceso catalitico, y actlian sobre las
endonucleasas, que son las causantes directas de la
fragmentacion del ADN. Las caspasas iniciadoras se
activan después de un estimulo apoptotico por auto-
proteolisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras se ac-
tivan por las caspasas iniciadoras en una cascada am-
plificadora. La activacion de las caspasas es una etapa
crucial para la activacién de la apoptosis, cualquiera
que sea el estimulo.

En el higado se ha observado que un mismo estimu-
lo, en funcion de su duracion e intensidad, puede re-
sultar tanto en apoptosis como en necrosis, llegando-
se incluso a controversias sobre qué tipo de muerte
celular predomina frente a un daio hepatico concre-
to’. En la actualidad, sin embargo, se ha llegado al
consenso de que apoptosis y necrosis representan los
extremos opuestos de un proceso dinamico denomi-
nado necroapoptosis, donde el fenotipo de muerte
celular seguido dependera de otros factores celula-
res, como las concentraciones de ATP o el estado re-
dox intracelular. Asi, por ejemplo, si las concentracio-
nes de ATP intracelulares se encuentran gravemente
comprometidas, no se podra formar el apoptosoma,
complejo proteinico dependiente de ATP que permiti-
ra la ejecucion del programa apoptotico, y la célula
morira siguiendo un fenotipo necrético?.

Los estimulos nocivos que conducen a la muerte ce-
lular son muy diversos: elevados valores de oxidantes
en el interior de la célula, lesion del ADN por oxidan-
tes, radiaciones ionizantes, farmacos quimioterapi-
cos, moléculas o ligandos que se unen a receptores
especificos en la superficie de la célula y transmiten
sefales para iniciar el programa apoptotico, etc. En
funcion del estimulo iniciador que conduce a una
muerte celular se han descrito 2 vias: la via intrinseca
o mitocondrial y la via extrinseca.

La via intrinseca o mitocondrial se ejecuta en res-
puesta a estimulos externos, agentes toxicos o dano
en el ADN. En este proceso, las distintas vias de res-
puesta convergen en la mitocondria a través de la ac-
tivacion de miembros proapoptéticos de la familia de
Bcl-2, que daran lugar a la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (MME) y la consi-
guiente liberacion de proteinas del espacio inter-
membrana, entre ellas, el citocromo C°. Esta protei-
na, una vez en el citosol, se asocia con Apaf-1y la
procaspasa-9, formando el llamado apoptosoma,
complejo que permitira la activacién de la caspasa-9
y su actuacion sobre las caspasas efectoras, como la
caspasa-3°.

La via extrinseca o de los receptores de muerte se
activa cuando un ligando se une a sus correspondien-
tes receptores. Dos familias de receptores se han
identificado con estas caracteristicas: los receptores
de muerte de la familia del receptor de factor de ne-
crosis tumoral (TNFR), que incluyen TNFR1, Fas
(CD95), DR3/WSL vy los receptores del ligando induc-
tor de apoptosis relacionado con el TNF, TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand)/Apo-2L (TRAIL-
R1/DR4, TRAIL-R2/DR5).

Los receptores de muerte poseen un dominio in-
tracelular en el C-terminal del receptor, denomina-
do dominio de muerte (death domain [DD]). El miem-
bro de los receptores de muerte mas estudiado es el
CD95 o Fas. La oligomerizacién del CD95 tras la union
de su ligando, FasL, es requerida para la transduc-
cion de la senal apoptotica. Un complejo de protei-
nas se asocia con el CD95 activado. Este complejo de
sefalizacion inductor de muerte, DISC (death-indu-
cing signalling complex), se forma en los receptores
trimerizados tras reclutar al adaptador FADD (Fas-
associated death domain), que se une a través de su
dominio efector de muerte DED (death-effector do-
main) al dominio de muerte del CD95, y de nuevo,
por interacciones homologas, recluta en el DISC a la
procaspasa-8 (o previamente conocida como FLICE),
gue también contiene un DED. Después, la procaspa-
sa-8 es activada proteoliticamente y la caspasa-8
activa (caspasa iniciadora) es liberada del DISC al
citoplasma, formando un heterotetramero de 2 subu-
nidades pequenas y 2 grandes’. La importancia de
estas proteinas adaptadoras se ha demostrado, por
ejemplo, en ratones dominantes negativos de FADD
resistentes al dafo hepatico mediado por TNF o
CD958,

La caspasa-8 corta proteoliticamente varias protei-
nas de la célula, incluida la procaspasa-3 (caspasa
ejecutora), que resulta en su activacion y en la ejecu-
cion de la muerte celular. La inhibicion de esta ruta
es realizada por proteinas que contienen 2 DED y que
se unen al complejo CD95-FADD, lo que impide el re-
clutamiento y la activacion de la caspasa-8 (FLICE),
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de ahi el nombre FLIP para estas proteinas inhibidoras
de FLICE (FLICE-inhibitory proteins)°.

Algo similar sucede con el otro receptor de mem-
brana, TNFR1', Su dominio intracelular conecta en
primer lugar con el adaptador TRADD (TNF receptor
associated death domain), la union de FADD a TRADD
permitira el reclutamiento y la activacion de la cas-
pasa-8 (fig. 1). A su vez, el receptor TNFR1, a partir
del reclutamiento de TRAF-2 (TNF receptor associa-
ted factor), puede activar vias de supervivencia,
como: a) la activacion del factor de transcripcion NF-
kB, y b) la activaciéon de la via de seinalizacién de
MAPK.

En numerosos tipos celulares, células del tipo I, la
via de los receptores de muerte y la via mitocondrial
convergen en la activacion de la caspasa-3. Sin em-
bargo, en las células del tipo Il, entre las que se en-
cuentra el hepatocito, se ha observado que la via ex-
trinseca o de los receptores de muerte requiere la
participacion de la mitocondria a través de Bid, un
miembro proapoptético de la familia de Bcl-2. La cas-
pasa-8, que en estas células no es capaz de inducir
una suficiente activacion de caspasa-3, media la trun-
cacion de Bid incrementando enormemente su activi-
dad proapoptética, que resulta en su translocacion a
la mitocondria y permeabilizacién mitocondrial, lo
que promueve la liberacion del citocromo C (fig. 1).

Por lo tanto, en el hepatocito, la mitocondria se
posiciona como el organulo central en la induccion de
muerte celular, tanto en la via intrinseca como en la
via extrinseca y, por otra parte, la presencia o ausen-
cia de ATP con frecuencia actuara como «interruptor»
ente apoptosis y necrosis.

Reclutamiento de la mitocondria en la via extrinseca a través de tBid en hepatocitos y proteccion mediada por

Permeabilizacion mitocondrial

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial ex-
terna es un proceso que permite la salida de protei-
nas proapoptoticas (citocromo C, Smac/DIABLO, etc.)
del espacio intermembrana al citosol, lo que desenca-
dena la muerte celular. Hay mdltiples estudios que
demuestran este proceso, pero el mecanismo exacto
es aun objeto de debate. En la actualidad se barajan
2 hipotesis: la formacion de canales auténomos por
miembros de la familia de proteinas de Bcl-2" y la
rotura no especifica de la MME producida por el hin-
chamiento de la matriz mitocondrial y la expansion
de la membrana mitocondrial interna (MMI)'2.

Permeabilizacién por proteinas de la familia
Bcl-2

Este primer modelo considera la permeabilizacion mi-
tocondrial como un proceso intrinseco de la membra-
na externa regulado por proteinas de la familia Bcl-2.
Estas proteinas contienen, al menos, una de las 4 re-
giones conservadas denominadas dominios homologos
de Bcl-2 (BH1-BH4). Entre los miembros de esta fami-
lia, y en funcién de los dominios homologos que con-
tengan, hay tanto proteinas apoptoticas como anti-
apoptoticas. Asi, los miembros antiapoptéticos (Bcl-2,
Bcl-xL, Bcl-xW, Mcl-1 y A1/bfl-1) presentan los 4 do-
minios, mientras que entre los proapoptoéticos se ha-
lla un grupo que carece del dominio BH-4 (Bax, Bak y
Bok/Mtd) y otro que Unicamente presenta el dominio
BH3 (BH3-only) (p. ej., Bim/Bod, Bid, Bad, Noxa,
Puma/Bbc3 y Hrk/DP5) (fig. 2).
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Figura 2 Miembros antiapoptoticos y proapoptoticos de la familia de Bcl2.

La mayoria de estas proteinas presenta un dominio
C-terminal que les permite asociarse a membranas.
La heterodimerizaciéon de las proteinas de la fami-
lia Bcl-2 parece ser crucial en la regulacion de la
permeabilizacién mitocondrial. Datos estructurales
muestran que las proteinas antiapoptoticas presen-
tan una cavidad hidrofébica en su superficie que se-
ria el sitio de unién para el dominio BH3 de los miem-
bros proapoptoticos', inhibiendo asi la funcion de
éstas.

La adicion de Bax o Bak a Bid truncado (tBid, la
forma activa de esta proteina), directamente en la mi-
tocondria aislada permeabiliza la MME sin variar la
estructura potencial de membrana ni su consumo de
oxigeno. Las proteinas proapoptéticas Bax o Bak ex-
perimentan un cambio conformacional, de manera
que su extremo N-terminal queda expuesto. Bax, que
en general se encuentra en el citosol o débilmente
unido a la mitocondria, se transloca a este organulo,
oligomeriza y se inserta en la MME, lo que provoca su
permeabilizacion. Estos eventos pueden ser activados
por tBID o por otros miembros BH3-only, e inhibidos
por las antiapoptdticas Bcl-2 y Bcl-xL'2. De esta for-
ma, se justifica la presencia de proteinas del espacio
intermembrana de importante peso molecular, como
Smac/DIABLO (24 kD) en el citosol de las células apop-
toticas debido a la capacidad de Bax para formar po-
ros oligomeéricos™.

Permeabilidad mitocondrial transitoria

El otro modelo para explicar la permeabilidad mi-
tocondrial aboga por la formacion de un poro mul-
tiproteinico que comprende el canal de aniones de-
pendiente de voltaje (VDAC), el translocador de
nucledtidos de adenina (ANT) y la ciclofilina D, ade-
mas de otras proteinas, que actuan en los sitios de
union de la MME y la MMI™ (fig. 3). Experimentos in
vitro muestran que la permeabilidad mitocondrial
transitoria (PMT) ocurre bajo condiciones de estrés
oxidativo, altas concentraciones de calcio o isque-

mia/reperfusion, lo que permite que solutos de bajo
peso molecular (hasta 1.500 D) puedan atravesar la
MMI2, La apertura de este canal no especifico permi-
te el equilibrio entre los iones de la matriz y del es-
pacio intermembrana, de manera que se disipa el
gradiente de protones y se desacopla la cadena respi-
ratoria. Ademas, se produce un hinchamiento mito-
condrial (debido a la hiperosmolaridad de la matriz),
el desplegamiento de la MMI (de mayor superficie que
la MME a causa de sus crestas), lo que llevaria en Ulti-
mo término a la rotura de la MME y a la liberacion
masiva de proteinas solubles y demas factores apop-
togénicos al citosol. Distintos autores apuntan que en
este proceso se verian nuevamente implicadas protei-
nas de la familia Bcl-2, por lo que se regularia la per-
meabilizacion mitocondrial mediante una posible in-
teraccion con ANT o VDAC™,

Papel de los receptores de la muerte
en enfermedades hepaticas

Los receptores de la muerte pertenecen a la familia
TNF/factor de crecimiento nervioso y son esenciales
para la induccion de muerte a través de ligando, es
decir, para la activacion de la via extrinseca. Entre los
miembros de esta familia TNF, CD95 (Fas) y TRAIL tie-
nen un papel reconocido en el desarrollo del dano
hepatico.

TNF-a

Como hemos indicado con anterioridad, aunque los
hepatocitos expresan los receptores TNFR1 y TNFR2,
Unicamente el receptor TNFR1 tiene el dominio de la
muerte y, por lo tanto, es capaz de inducir el progra-
ma apoptotico. Se ha descrito que en la sefalizacion
inducida por TNF se observa una sobregeneracion mi-
tocondrial de radicales libres que contribuye a su ac-
cion proapoptética y favorece la activacion continua-
da de la cinasa de estrés JNK.
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Figura 3 Poro de permeabilidad mitocondrial transitoria.

La particularidad de TNF, que claramente lo dife-
rencia de CD95, es la capacidad de inducir efectos
divergentes en un mismo tipo celular. Asi, en el hepa-
tocito, ademas de inducir muerte hepatocelular, es
capaz de activar una via de proteccion celular, la ac-
tivacion del factor de transcripcion NF-«B (fig. 1), es
tableciéndose un equilibrio entre supervivencia y
apoptosis. En condiciones normales, la elevada resis-
tencia del hepatocito a TNF muestra que este equili-
brio se encuentra decantado hacia la activacion de
NF-kB y, por lo tanto, a la generacion de senales de
supervivencia, mediante la expresion de proteinas
antiapoptoticas (p. €j., c-FLIP, IAP, MnSOD, Gadd4583),
con capacidad de bloquear la activacion de caspasas,
la generacion de radicales mitocondriales y la so-
breactivacion de JNK. Sin embargo, en condiciones
patoldgicas en las que el higado soporta un elevado
estrés, o tras la inhibicién de NF-«B, la exposicion al
ligando TNF conduce a una muerte apoptotica. En la
muerte hepatocelular mediada por TNF, el papel cen-
tral de la mitocondria se ha puesto claramente de
manifiesto puesto que, incluso en ausencia de inhibi-
cion de NF-kB, la disminucion selectiva de las concen-
traciones mitocondriales de su principal antioxidante,
el glutation (GSH), clave en la eliminacion de H,0,
generado por la cadena respiratoria, sensibiliza a los
hepatocitos al TNF'. Este hecho es de la mayor im-
portancia, puesto que se ha demostrado en modelos
experimentales que diferentes enfermedades hepa-
ticas, como las inducidas por consumo cronico de
alcohol, la esteatosis hepatica' o las insuficiencias
hepaticas causadas por ciertos farmacos, como el
acetaminofeno, conducen a una disminucion selecti-
va del GSH en la mitocondria’®.

Todo ello resulta del mayor interés, puesto que la
participacion de TNF se ha observado en numerosas
hepatopatias. Asi, por ejemplo, se ha hallado un au-

mento de las concentraciones TNF y TNFR1 en pacien-
tes con dafo hepatico agudo inducido por acetami-
nofeno, esteatohepatitis alcohélica y no alcohdlica o
hepatitis viral de tipo B. En el caso de la esteatohepa-
titis alcohodlica, son numerosos los estudios que recal-
can la importancia de TNF, y cabe destacar el hecho
de que ratones deficientes en TNFR1 son resistentes
al desarrollo de esteatohepatitis tras la ingesta croni-
ca de etanol y que en pacientes se ha observado una
correlacion entre los valores circulantes de TNFR1 y
la mortalidad a los 3 meses.

CD95 (Fas)

CD95 es activado por el ligando Fas (FasL), tanto en
su forma soluble como unida a membrana. La muerte
inducida por FasL conduce a la rapida eliminacion de
hepatocitos por las células NK, NKT y linfocitos T. La
notable sensibilidad del higado a Fas queda claramen-
te demostrada al observarse que la inyecciéon de un
anticuerpo agonista de Fas en el raton es capaz de
inducir hepatitis fulminante en pocas horas. Las con-
centraciones de FasL estan aumentadas en pacientes
con daio hepatico agudo causado por farmacos o ace-
taminofeno, observandose también un aumento del
ligando y del receptor CD95 en enfermedades hepati-
cas cronicas, como en la colestasis y en el higado
esteatosico. De hecho, ratones deficientes en Fas
muestran una disminucion en la apoptosis hepatoce-
lular y en la fibrosis tras la ligadura del conducto bi-
liar’®. Por otra parte, en el carcinoma hepatocelular
se ha observado una disminucion de CD95, debida a la
pérdida del supresor tumoral p53, que comporta una
resistencia a la apoptosis en respuesta al ligando Fas
y una sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas,
caracteristicas que hacen muy dificil la erradicacion
de este carcinoma.
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TRAIL

Aunque la apoptosis mediada por el ligando TRAIL es
una ruta bien caracterizada, a dia de hoy se dispone
aun de pocas pruebas cientificas acerca del papel que
desempeia este receptor en las enfermedades hepa-
ticas. Esto es debido, en parte, a que los hepatocitos
«sanos», tanto en in vitro como in vivo, son resisten-
tes a la apoptosis mediada por TRAIL debido a la au-
sencia de receptores TRAIL-R1 y TRAIL-R2, mientras
que, por el contrario, se observa una expresion muy
elevada en células del sistema inmune, como las NK
activadas, y en células T CD4+ o CD8+. No obstante,
se ha observado que hepatocitos «estresados» debido
a una infeccién viral, una esteatohepatitis o por agen-
tes genotoxicos muestran una sobreexpresion de
TRAIL. De interés terapéutico es la observacion de
que tanto las células estrelladas hepaticas, principal
tipo celular causante de la deposicion de matriz ex-
tracelular durante la fibrosis hepatica, como las célu-
las de hepatocarcinoma expresan los receptores
TRAIL-R1 y TRAIL-R2. En este sentido, se estan pro-
bando estrategias preclinicas encaminadas a «elimi-
nar» de forma selectiva tipos celulares especificos a
través de la sefalizacion por los receptores de TRAIL.
Sin embargo, recientemente, algunos de estos experi-
mentos (p. €j., en células de adenocarcinoma ducta-
les pancreaticas) han mostrado, como sucedi6 en su
momento para el TNF-R1, la capacidad de TRAIL para
inducir el factor de transcripcion NF-kB, observando-
se, por lo tanto, una resistencia debida a TRAIL en
lugar de induccion de apoptosis. En el caso del higa-
do, queda aun por determinar si estos tratamientos,
dirigidos a los tipos celulares hepaticos capaces de
senalizar a través de TRAIL, seran capaces de inhibir
la fibrosis hepatica y el crecimiento tumoral en pa-
cientes?.

Conclusiones

El conocimiento de los mecanismos implicados en la
muerte hepatocelular, tanto cronica como aguda,
constituye la antesala para disefar estrategias tera-
péuticas dirigidas en la practica clinica. En este con-
texto, la senalizacion a través de receptores de la
muerte se halla implicada en numerosas enfermeda-
des hepaticas. Sin embargo, su complejidad se en-
cuentra acentuada cuando se tienen en consideracién
las diferentes poblaciones celulares implicadas en el
proceso. Por lo tanto, futuras estrategias encamina-
das a la activacion/eliminacion de la sefalizacion
apoptotica en un tipo celular concreto seran de gran
interés terapéutico para el tratamiento de las enfer-
medades hepaticas.
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