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El higado desempeia un papel central no sélo en el
metabolismo energético del organismo, sino en su
proteccién y la desintoxicacion, mediante el meta-
bolismo y la eliminacion de productos de desecho y
productos téxicos. Como consecuencia de la exposi-
cion a estas sustancias toxicas, el higado ha desarro-
[lado numerosos mecanismos de defensa que le per-
miten tanto protegerse del dafho como recuperarse
de él'. La capacidad de regeneracion del higado se
conoce desde la antigliedad. La masa hepatica per-
dida tras una hepatectomia parcial es rapidamente
recuperada mediante la activacion de diferentes ru-
tas en las que se encuentran implicadas citocinas
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o
las interleucinas IL-6 e IL-18, factores de crecimien-
to como el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) o los ligandos del receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR), y metabolitos, como
los acidos biliares?. La activacion de estas vias tie-
ne como fin Gltimo la induccién de la proliferacion
de los hepatocitos para preservar la capacidad fun-
cional del higado, pero también participan en la
induccion de mecanismos antiapoptoticos de su-
pervivencia a través de las rutas de NF-kB, MAPK y
PI3K.

En diferentes situaciones patologicas, estos meca-
nismos de defensa se ven superados y, como conse-
cuencia, se produce un aumento en la muerte de los
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hepatocitos, tanto por necrosis como por apoptosis>.
La apoptosis masiva de los hepatocitos es caracteris-
tica de las enfermedades hepaticas agudas, como las
hepatitis virales, las reacciones a farmacos, toxicos o
alcohol y el rechazo a los trasplantes. La apoptosis
persistente es una caracteristica de las enfermedades
hepaticas cronicas, como las hepatitis virales y alco-
hélicas, y las enfermedades metabélicas y autoinmu-
nes. En estas situaciones, la activacion sostenida de
la respuesta reparadora y cicatrizante conlleva el de-
sarrollo de la fibrosis y la cirrosis y, en dltimo térmi-
no, del hepatocarcinoma (HCC)3.

Es necesario un mejor conocimiento tanto de los
mecanismos que median el daifo hepatico como de los
mecanismos enddgenos defensivos de supervivencia y
regeneracion activados en el higado en respuesta al
dano. Esto permitira el desarrollo de nuevas estrate-
gias terapéuticas capaces de reducir el dafo hepato-
celular sin inhibir el potencial regenerador del higado
o, incluso, potenciandolo.

En la presente revision se describen nuevas estra-
tegias terapéuticas farmacolodgicas para el trata-
miento del daio hepatico inducido por isquemia/re-
perfusion (I/R), basadas en un mejor conocimiento
de los mecanismos protectores enddgenos activados
durante el precondicionamiento isquémico (Pl)*. Ade-
mas, se revisa el papel de la anfirregulina (AR), un
ligando del EGFR en la progresion del dano hepatico
y su posible utilizacion como diana terapéutica dual,
tanto para el tratamiento del dafo hepatico agudo
como del HCC®.
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Figura 1

Mecanismos protectores que participan en el precondicionamiento isquémico. La adenosina liberada tras el dano

o producida por la actividad de nucleotidasas transmembrana (CD39/CD73) activa a través de los receptores A2A senales de
supervivencia para los hepatocitos. En las células endoteliales sinusoidales (SEC), la adenosina induce la produccion de
oxido nitrico (NO) mediante la activacion de la dxido nitrico sintasa (eNOS). Este NO, junto con el producido tras la reduc-
cion de los nitritos, inhibe la apoptosis e induce sefales de supervivencia en los hepatocitos. Estos efectos son también
activados tempranamente en las células parenquimales por la accion de citocinas como la cardiotrofina-1 (CT-1).

Mecanismos endégenos protectores
en el precondicionamiento isquémico.
Aplicaciones terapéuticas

en el tratamiento del dafo hepatico
por isquemia y reperfusion

El dano por isquemia y reperfusion (I/R) se produce
cuando el flujo sanguineo del higado se interrumpe o
disminuye de forma importante durante un tiempo,
tras el cual es restaurado. La isquemia puede produ-
cir muerte celular, pero principalmente prepara a las
células para el dafo intenso que ocurre con la reper-
fusion. El dano por I/R tiene gran importancia clinica,
dado que puede ser la causa de un fallo hepatico tras
el trasplante o comprometer la funcion del higado
remanente en las resecciones hepaticas®. La preser-
vacion de la viabilidad y las funciones hepaticas es
esencial en estos procedimientos quirurgicos y la iden-
tificacion de compuestos protectores puede, ademas,
hacer posible la utilizacion para el trasplante de los
llamados 6rganos marginales, como los higados estea-
tosicos o los provenientes de donantes con avanzada
edad o corazoén parado.

En la actualidad, las Unicas estrategias protectoras
utilizadas de forma sistematica son quirlrgicas: el
clampaje intermitente y el precondicionamiento is-
quémico (Pl), que consiste en un breve periodo de
isquemia seguido de una reperfusion transitoria pre-
via al proceso isquémico prolongado’. La identifica-
cion de los mecanismos causantes del dano por I/R
puede proporcionar nuevas dianas para la interven-
cion terapéutica, y el conocimiento de los mecanis-
mos enddgenos defensivos activados por el Pl puede
permitir el disefio de estrategias terapéuticas farma-
coldgicas que imiten o potencien estas respuestas en-
dogenas*®.

Los mecanismos protectores activados durante el Pl
son complejos y suponen, ademas, la interaccion de
diferentes tipos celulares (fig. 1)*°. Durante el Pl se
produce una rapida acumulaciéon de adenosina en el
medio extracelular'® que, mediante la interaccion con
los receptores de adenosina A2A, supone la activacion
de una cascada protectora constituida por proteinas
G, fosfolipasa C, fosfatidilinositol-3-cinasa, proteinci-
nasa C y p38°. Se ha demostrado que el tratamiento
con adenosina o agonistas de su receptor mimetiza el
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efecto protector del Pl y protege del dafo por [/R",
De acuerdo con estos datos, en un trabajo reciente se
ha demostrado que la actividad de la enzima trans-
membrana ecto-5’-nucleotidasa (CD73) participa en
la generacion de adenosina extracelular y en el efec-
to protector del PI'2. En este trabajo, el tratamiento
con la enzima 5’-nucleotidasa soluble se presenta
Como una nueva estrategia terapéutica, al proteger
frente al dano por I/R mediante el aumento de la con-
centracion de adenosina extracelular'. La concentra-
cion de oxido nitrico (NO) también aumenta tras el Pl
y participa en su accion hepatoprotectora®™, por lo
qgue numerosas estrategias terapéuticas estan orien-
tadas a aumentar la disponibilidad de NO. Entre éstas
se incluyen la administracion de donantes de NO%1,
de inhibidores de la arginasa, con objeto de aumentar
la concentracioén de arginina, precursor de NO", o de
nitritos, que se presenta como una estrategia segura,
sencilla y eficaz''>. En numerosos ensayos se ha tra-
tado de mimetizar el efecto del Pl mediante el uso de
citocinas. Nuestro grupo ha demostrado que la car-
diotrofina 1 (CT-1), una citocina de la familia de la
IL-6, desempena un papel esencial en el correcto fun-
cionamiento del Pl, dado que los ratones nulos para
CT-1 no quedan protegidos frente al dafno por I/R con
la maniobra del PI'®. La administracion exdgena de
CT-1 recombinante resulta en la proteccion de los ra-
tones frente al dafno por I/R a través de la activacion
de la via protectora de STAT-3'. Este efecto hepato-
protector de la CT-1 también se ha demostrado en un
modelo de fallo hepatico fulminante tras una hepa-
tectomia del 90%, en un modelo de hepatitis inducida
por concanavalina A" y en el modelo de dafo agudo
por activacion del receptor de muerte Fas'®. El papel
relevante de la CT-1 en la defensa del higado frente
al dano queda confirmado por el hecho de que, en un
modelo de hepatectomia parcial en higados cirroti-
cos, la administracion de CT-1 mejora la funcién he-
patica y estimula la regeneracion del higado™. Todos
estos datos indican que la CT-1 puede ser un candida-
to ideal para la proteccion del higado y la estimula-
cion de la regeneracioén en las cirugias de reseccion
hepatica y trasplante?.

Identificacion de la anfirregulina

como factor mitogénico y de supervivencia
para los hepatocitos. Implicaciones

en la proteccion frente al dafo agudo

El EGFR es un receptor transmembrana con actividad
tirosincinasa que se expresa de forma importante en
los hepatocitos y desempefna un papel fundamental
en la respuesta regeneradora y de supervivencia acti-
vada en el higado en respuesta al daino?'. Su activa-
cion por autofosforilacion se produce tras la union de

un amplio nimero de ligandos, entre los que se en-
cuentran el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
el factor de crecimiento epidérmico con dominio de
union a heparina (HB-EGF), el factor de crecimiento
transformante (TGF) alfa, la epirregulina (Ereg), la
betacelulina (Btc) o la anfirregulina (AR). La AR, como
el resto de los miembros de la familia, se sintetiza
como una proteina transmembrana que es procesada
por la metaloproteasa ADAM17/TACE para generar el
factor de crecimiento soluble®. A diferencia de otros
miembros de la familia, la expresion de la AR es inde-
tectable en un higado sano. Sin embargo, nuestro gru-
po ha demostrado que su expresion se induce rapi-
damente tras una hepatectomia parcial (HP)2 y en
diferentes modelos de dano hepatico agudo con rele-
vancia clinica?. Asi, la expresion de la AR se induce
con rapidez tras la activacion del receptor de muerte
Fas por el anticuerpo agonista Jo2, tras la administra-
cion del toxico CCL, o tras la administracion de lipopo-
lisacarido bacteriano (LPS)?. Mediante la utilizacion
de hepatocitos de ratén en cultivo primario hemos
demostrado que el tratamiento con AR induce su pro-
liferacion, mediante la activacion del receptor EGFR
y de las vias de las MAPK, y que este efecto es inhibi-
do por el factor de crecimiento transformante beta
(TGFB), de acuerdo con el papel de esta citocina en
la fase de terminacion de la regeneracion hepatica?.
Ademas, el tratamiento con AR resulta en la activa-
cion de la via de PI3K/Akt y la proteccion de los hepa-
tocitos frente a la apoptosis inducida por la activacion
de Fas?’. El papel no redundante de la AR en la res-
puesta regeneradora y protectora natural del higado
queda demostrado por el hecho de que los ratones
nulos para la AR (KOAR) presentan un significativo
retraso en el inicio de la regeneracion tras HP? y son
significativamente mas sensibles a dosis letales de
Jo22. Nuestros resultados también demuestran que la
administracion de AR recombinante protege a los ra-
tones del dafo agudo inducido tanto por la activacion
de Fas como por la administracion de CCl,*. Todos
estos datos indican que el tratamiento con AR podria
ser utilizado para prevenir el fallo hepatico o mejorar
la supervivencia de los injertos, por ejemplo, en el
trasplante hepatico.

Identificaciéon de la anfirregulina

como factor mitogénico y de supervivencia
para las células productoras de matriz
extracelular. Implicaciones

en el desarrollo de la fibrosis.

La anfirregulina, un arma de doble filo

La muerte celular y la respuesta inflamatoria inducida
en situaciones de dafo promueven, ademas de la res-
puesta regeneradora y protectora de las células pa-
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Figura 2 Participacion de la anfirregulina (AR) en la respuesta regeneradora y reparadora del higado: el yin y el yang de
la AR. La muerte de los hepatocitos induce la activacion de las células de Kupffer y una respuesta inflamatoria. En respues-
ta a las citocinas inflamatorias, los hepatocitos y las propias células de Kupffer producen AR, que induce la proliferacion y
la supervivencia de las células parenquimales. Las citocinas inflamatorias y la AR participan en la activacion de las células
estelares y su transactivacion a miofibroblastos. Los miofibroblastos son los causantes de la produccion de matriz extrace-
lular y colaboran en aumentar el agrupamiento de AR, que a su vez induce su proliferacion y supervivencia. Ante una agre-
sion continuada, la perpetuacion de la respuesta regeneradora y reparadora inducida por la AR resulta en un aumento del
deposito de matriz extracelular y el desarrollo de la fibrosis y la cirrosis. La alta tasa de replicacion de las células parenqui-
males facilita la fijacion de mutaciones, que resultaran en la transformacion neoplasica de los hepatocitos. La AR contribui-
ra a la proliferacion y la supervivencia de estas células de hepatocarcinoma.

renquimales, una respuesta reparadora cicatrizante
asociada con la activacion de las células productoras
de matriz extracelular®. La activacion sostenida de
estos mecanismos reparadores durante el dano hepa-
tico crénico tiene como consecuencia el desarrollo de
la fibrosis y, en ultimo término, de la cirrosis. El papel
del sistema del EGFR en el proceso de fibrogénesis in
vivo no esta bien caracterizado. Nuestros resultados
demuestran que la expresion de la AR se induce du-
rante el desarrollo de la fibrosis en ratones tratados
de forma cronica con CCL,» y en el higado de ratas
cirroticas y de pacientes con cirrosis?2. En un reciente
trabajo hemos demostrado que la expresion de la AR
podria estar participando en el desarrollo de la fibro-
sis?. Nuestros resultados muestran que los ratones
KOAR desarrollan menos fibrosis que los correspon-
dientes controles tras el tratamiento con CCl,. La dis-
minucion en el depdsito de colageno en los higados de
los ratones KOAR se acompafa de una menor produc-
cion de TGFB y una menor expresion del marcador de

activacion de células profibrogénicas, actina de mus-
culo liso (x-SMA). En los ratones KOAR, la expresion
del ARNm de otros genes relacionados con el proceso
de fibrogénesis, como el procolageno tipo 1, el inhibi-
dor de metaloproteasas TIMP1 o el factor de creci-
miento de tejido conectivo (CTGF), esta también sig-
nificativamente disminuida. Para caracterizar el papel
de la AR en los diferentes tipos celulares que partici-
pan en la respuesta inflamatoria-reparadora se aisla-
ron los macrofagos residentes del higado o las células
de Kupffer (KC), y las células profibrogénicas, tanto
los miofibroblastos portales (MFB) como las células
estelares hepaticas (HSC). Nuestros datos muestran
que la expresion de la AR se induce en las KC tras el
tratamiento con citocinas proinflamatorias como el
TNFa o la IL1B, y en los miofibroblastos portales tras
el tratamiento con factores de crecimiento como el
EGF o el PDGF. Por otra parte, el tratamiento con AR
de las HSC induce su proliferacion y, ademas de su
propia expresion, la expresion de genes clave en el
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proceso fibrogénico, como TIMP1 o CTGF. La supervi-
vencia de las células productoras de matriz activadas
se ha descrito como esencial para la progresion de la
fibrosis?. De hecho, la apoptosis de las HSC activadas
se ha asociado con la resolucion de la fibrosis? y su
induccion se ha propuesto como una estrategia tera-
péutica'. Por todo ello, decidimos analizar el papel de
la AR en la supervivencia de las células productoras
de matriz extracelular. El tratamiento con AR inhibio
significativamente la apoptosis inducida por ausencia
de suero y por la activacion de los receptores de
muerte TNF o Fas, tanto en MFB en cultivo primario
como en una linea de HSC humana (LX2)?. Si conside-
ramos todos nuestros resultados en conjunto, indican
que la AR tiene un importante papel en la respuesta
defensiva natural del higado frente al dafo. La AR
participaria no solo en la respuesta regeneradora del
higado comportandose como un mitégeno y un factor
de supervivencia para las células parenquimales, sino
también en la respuesta reparadora, al actuar como
un factor de activacion, proliferacion y supervivencia
para las células productoras de tejido cicatrizante.
Sin embargo, en condiciones de daio cronico, la acti-
vacion sostenida de esta respuesta seria la causa del
deposito excesivo de matriz extracelular y daria lugar
al desarrollo de fibrosis (fig. 2).

Identificacion de la anfirregulina

como factor mitogénico y de supervivencia
para las células de hepatocarcinoma.
Implicaciones en el desarrollo

del hepatocarcinoma, el lado oscuro

de la anfirregulina

La induccion persistente de sefales regeneradoras y
antiapoptoticas en respuesta al daio cronico es con-
siderada esencial en el proceso de hepatocarcino-
génesis, al posibilitar la fijacion de mutaciones y fa-
vorecer el establecimiento de bucles autocrinos que
permiten la proliferacion y la supervivencia de las cé-
lulas transformadas (fig. 2)2%%. Nuestros resultados
muestran que la AR cuya expresion se encuentra indu-
cida en la cirrosis podria participar en el proceso de
hepatocarcinogénesis. La expresion de la AR se en-
cuentra inducida en los HCC humanos y en las lineas
de HCC®. En las células de HCC, la AR participa en un
bucle autocrino que confiere a estas células capaci-
dad para proliferar en ausencia de suero y de adhe-
sion a sustrato®. La expresion de AR en estas células
esta también relacionada con su tumorigenicidad y
con su reconocida resistencia a la apoptosis inducida
por quimioterapicos. De hecho, el silenciamiento de
la expresion de la AR en las células de HCC las sensi-
biliza a la apoptosis inducida por doxorrubicina®. La
sobreexpresion de AR se ha asociado con la resisten-

cia de las células de HCC al tratamiento con gefitinib,
un inhibidor de EGFR utilizado para el tratamiento de
cancer de pulmoén y de colon®'. La inhibicion de la
expresion o de la actividad de la AR en el HCC se plan-
tea asi como una nueva estrategia para potenciar el
efecto antineoplasico de farmacos citostaticos, como
la doxorrubicina, o de inhibidores especificos, como
el gefitinib.

Conclusiones

La respuesta del higado frente al dafo es multicelular
y multifactorial. En ella participan las células de Kup-
ffer, los hepatocitos, las células estelares, las células
endoteliales de los sinusoides y una pléyade de citoci-
nas, factores de crecimiento y metabolitos. Se nece-
sita un mejor conocimiento de las relaciones celula-
res y los efectos pleiotropicos de muchos de estos
factores para comprender los mecanismos implicados
en el dano y para caracterizar las respuestas defensi-
vas naturales que puedan ser potenciadas o utilizadas
en el desarrollo de nuevos tratamientos.
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