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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El fallo hepatico fulminante (FHF) es un sindrome clinico muy
grave asociado a una alta morbilidad y mortalidad (Riordan y Williams,
2000), a pesar de los grandes avances que se han producido en los campos
tanto de manejo de los cuidados intensivos como en el trasplante hepatico

(Plevris y cols., 1998; Nussler y cols., 2006).

El estudio de los mecanismos moleculares de regeneracion
hepatica y la patogénesis del fallo multiorganico en el FHF son
investigaciones que gozan actualmente de un enorme interés. Se sabe poco
acerca de la competencia de los componentes individuales del proceso
regenerativo hepatico en el FHF, pero es obvio que hay un variable, pero
marcado, grado de pérdida y dafio celular en el higado, junto con una
ausencia de actividad regeneradora (Riordan y Williams, 2000; Newsome
y cols., 2000) y una sobreproduccién de citocinas tales como TNF-a, IL-1
e IL-6 (Muto y cols., 1988; Iwai y cols, 1998). Asimismo, se ha indicado
que el mecanismo de la apoptosis puede estar implicado en gran medida
en los casos de FHF (Sakaida y cols., 2005; Schattenberg y cols., 2006).
Tanto el conocimiento como el tratamiento de este sindrome han estado
limitados por la falta de modelos animales satisfactorios que cumplan los
criterios que definen a un modelo animal adecuado de FHF (Terblanche y
Hickman, 1991).

El virus de la Enfermedad hemorragica del conejo (RHD, de sus
siglas en inglés) es un miembro de la familia Caliciviridae que causa en
los conejos domésticos y silvestres una enfermedad aguda de alta
mortalidad que fue descrita por vez primera en China hace dos décadas
(Liu y cols., 1984). La enfermedad se caracteriza por una hepatitis grave
que evoluciona rapidamente a la muerte dentro de las 48 a las 72 horas
después de la infeccion en un 90% de los casos. El dafio hepatico juega un
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papel patogénico fundamental y, de hecho, desde el punto de vista
histoldgico es muy similar a la hepatitis virica mortal que causa el FHF en
el hombre (Mikami, 1999). Nuestro grupo ha indicado recientemente que,
por las caracteristicas clinicas y los cambios en la bioquimica sanguinea,
en la monitorizacion de la presion intracraneal asi como en otros aspectos
relacionados con el estrés oxidativo, la RHD es un modelo adecuado de
FHF (Tufién y cols., 2003; Sanchez-Campos y cols., 2004). También se ha
sugerido que la apoptosis puede ser determinante en el desarrollo de la
patogenia de la RHD (Alonso y cols., 1998; Ramiro-1bafiez y cols., 1999;
Jung y cols., 2000; San Miguel y cols., 2006).

Es de esperar, por tanto, que en la RHD se produzca una activacion
de los macrofagos con liberacion de citocinas tales como el TNF-a que
inducen el desarrollo de estrés oxidativo y la liberacién de 6xido nitrico
(NO). Estos factores pueden alterar la expresion génica a través de la
activacion de factores de transcripcion (por ejemplo el NF-kB), llevando a
la sobreregulacién de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, Fas
ligando, etc, (Kaplovitz, 2000; Ali y Mann, 2004) aspectos todos ellos
involucrados en mayor o menor medida en el desarrollo del FHF (Goto y
cols., 2006).

Por todo ello, con el presente trabajo nos planteamos profundizar
en los principales mecanismos implicados en la fisiopatologia de la RHD.
De esta forma podremos inferir el papel que juegan en el FHF el estrés
oxidativo, la activacion de diversos factores de transcripcion, agentes pro-

inflamatorios, y diversas cascadas de proteinas quinasas, entre otros.



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Ante estos datos, los objetivos planteados son:

Realizar el seguimiento temporal de la activacion de diversos
factores de transcripcion, la expresion de citocinas, genes pro-
inflamatorios y las principales vias de sefializacion de proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), y su interrelaccion en el modelo animal
de FHF de etiologia virica.

De esta forma, y una vez esclarecidas las principales vias y/o
mediadores involucrados en la muerte por el FHF, puedan establecerse los

abordajes terapéuticos mas apropiado.
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2.1.- El fallo hepatico fulminante

El término fallo hepético fulminante (FHF) fue definido hace mas
de 30 afios por Trey y Davidson para describir un cuadro clinico agudo, de
pocas semanas de evolucion y sin evidencias de enfermedad hepética
preexistente (Trey y Davidson, 1970). Desde entonces se han introducido
diversas modificaciones en la definicion y, hasta el momento, no hay una

nomenclatura universalmente aceptada.

El FHF es un sindrome clinico muy grave asociado con una alta
morbilidad y mortalidad (Lee, 1993), a pesar de los grandes avances que
se han producido en los campos tanto del manejo de los cuidados
intensivos como del trasplante hepatico (Plevris y cols., 1998; Nussler y
cols., 2006; Santana-Cabrera y cols., 2006). El FHF se caracteriza por un
rapido deterioro de la funcidon hepética con desarrollo de encefalopatia
hepatica (EH) en pacientes sin historia previa de enfermedad hepatica o
con alteraciones hepaticas cronicas (O’Grady y cols., 1993). La etiologia
del FHF es muy diversa y con variaciones geograficas, e incluye hepatitis
viricas, hepatotoxinas, lesiones cardiovasculares, hepatitis autoinmunes,
alteraciones metabdlicas y anatomicas del higado; ahora bien, en una gran
proporcion de pacientes se desconoce su etiologia (Riordan y Williams,
2000).

El FHF es un sindrome que se produce como consecuencia del
fallo funcional de una gran parte del parénquima hepatico (Rosser y
Gores, 1995). El diagndstico del cuadro se basa, por un lado, en la
ausencia de enfermedad hepética previa, y por otro, en la presencia de

signos clinicos y analiticos que evidencian la hipofuncion celular hepatica,
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siendo un buen indice el alargamiento del tiempo de protrombina que no

se corrige con vitamina K.

2.1.1.- Etiologia

Las causas que originan el FHF son diversas y existe una
considerable variacion geografica. Aungue los virus y los farmacos son los
responsables de la mayoria de los casos, en un alto porcentaje de los
pacientes la etiologia es indeterminada (O’Grady, 2005), sobre todo en
casos pediatricos (Lee y cols., 2008). En los paises orientales y en el
mundo desarrollado el FHF es originado principalmente por infecciones
viricas, especialmente la hepatitis B pero también la A y la E (Acharya y
cols., 2000). Por el contrario, en los paises anglosajones mas del 65% de
los casos de FHF son debidos a drogas y farmacos siendo la intoxicacion
por paracetamol la principal causa de FHF en el Reino Unido y en los
EEUU (Bernal, 2003). En Espafia el principal responsable es el virus de la
hepatitis B mientras que la intoxicacion por paracetamol solo es
responsable de un pufiado de casos y en uno de cada tres casos el FHF es
provocado por una causa indeterminada (Escorsell y cols., 2007) (Fig. 1).

Las causas que originan el FHF las podemos dividir en tres grandes

grupos:
a) Infecciosas
b) Drogas, toxinas y venenos
C) No toxicas ni infecciosas: vasculares, metabdlicas,

miscelaneas o indeterminadas
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Etiologiadel FHF en Espafia

" VHB

= VHB+VHD

20% VHA

= VHC
Otrosvirus

Indeterminada

Drogas/Téxicos

® Otros

1%

Figura 1.- Etiologia del FHF en Espafia entre los afios 1992 y 2004 (Escorsell y cols.
2007).

2.1.1.1.- Infecciosa

La hepatitis virica aguda constituye una de las causas mas
frecuentes de FHF, aunque con una variabilidad geografica en su
prevalencia que puede ir desde el 72% en Paris al 33% en Londres
(Bernuau y col., 1986; O Grady y cols., 1989) y siendo de un 40% en
Espafia (Escorsell y cols., 2007). Los principales virus implicados en la
aparicion del sindrome de FHF son, fundamentalmente, los de las hepatitis
viricas tipos A (VHA), B (VHB), D (VHD) y E (VHE). En el caso del
VHA el riesgo de que desencadene hepatitis fulminante o subfulminante
es bajo (0,01%) y del conjunto de las hepatitis viricas que pueden

evolucionar como una hepatitis fulminante es la que tiene el mejor

11
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pronostico. EI VHB es la causa principal de FHF a escala mundial,
llegando a ser responsable del 70% de los casos de origen virico
(Papaevangelou y cols., 1984). Las hepatitis producidas por el VHE
provocan FHF sobre todo en mujeres en el tercer trimestre de embarazo
con gran incidencia en zonas de Africa y Asia (Ramalingaswami y Purcell,
1998; Jayanthi y cols., 2008).

Otros virus implicados en casos de FHF son los del herpes simple
tipos 1 y 2, varicela-zoster, citomegalovirus, Epstein-Barr, adenovirus,
paramixovirus y de forma aislada se han comunicado casos de hepatitis
fulminantes atribuibles a parvovirus B19, cosackie B y arbovirus, estando
su capacidad de dar lugar a FHF condicionada, sobre todo, por coexistir
estados de inmunodepresion en los pacientes (Bernuau y cols., 1986;

Liang y cols., 1993., Langnas y cols., 1995; Feranchak y cols., 1998).

2.1.1.2.- Toxica

En general, se considera que la hepatitis debida a intoxicaciones
provoca unicamente el 1-2% de los casos de FHF (Bernuau y cols., 1986).
Sin embargo, en los paises anglosajones, el paracetamol es la causa del 50
al 60% de los casos de insuficiencia hepatica fulminante (O"Grady y cols.,
1989; Lee y Seremba, 2008), predominando en este caso la intencién
suicida sobre el envenenamiento accidental. La tasa de hospitalizacion
debido a una sobredosis accidental o intencionada de paracetamol se
estima en mas de 26.000 casos al afio en USA (Nourjah y cols., 2006).

Otros agentes causantes de FHF son los anestésicos halogenados,

sobre todo el halotano, los antiinflamatorios no esteroideos, los agentes



REVISION BIBLIOGRAFICA

anti-Bacilo de Koch isoniazida y pirazinamida, los inhibidores de la
monoamino oxidasa, sobre todo si se asocian con inductores enzimaticos

(Boelsterli y cols., 1995) y algunos antiepilépticos (Bjornsson, 2008).

Las setas del género Amanita y disolventes industriales como el
tetracloruro de carbono e hidrocarburos volatiles se encuentran entre los

agentes capaces de causar FHF (Karakayali y cols., 2007).

2.1.1.3.- Otras

Aungue con una baja frecuencia también son causas de FHF las
asociadas al embarazo (ruptura hepéatica espontanea), enfermedad veno-
oclusiva, sindrome de Budd-Chiari, enfermedad de Wilson,
hemocromatosis, metastasis tumorales, sepsis, isquemia y el fracaso de
trasplante hepatico (Grabhorn y cols.,, 2006; Wong y Wai, 2006;
Eisenbach y cols., 2007).

2.1.2.- Clinica

Tanto las manifestaciones clinicas como los anélisis de laboratorio
son comunes en las diferentes etiologias, salvo peculiaridades especificas.
La encefalopatia hepatica (EH) constituye un criterio diagnostico. Casi
siempre la hiperbilirrubinemia es de tipo conjugado y la ictericia es un
signo precoz y rapidamente progresivo. Hay un descenso progresivo del

tamario hepatico con disminucion de la matidez a la percusion.
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Se producen graves trastornos de la coagulacién por diferentes
mecanismos que favorecen el sangrado en diversas localizaciones, siendo
la mas frecuente el tracto digestivo superior (erosiones agudas de la
mucosa gastrica). La insuficiencia renal aparece en el 30-75% de los casos
y Se asocia a un peor prondstico. Es habitual la circulacion hiperdindmica,
caracterizada por taquicardia, hipotensién, aumento del gasto cardiaco y
disminucion de las resistencias periféricas, relacionado todo ello con un
desequilibrio entre factores vasodilatadores y factores vasoconstrictores a

favor de los primeros.

Es comdn la hipocapnia secundaria a la hiperventilacion central
que se produce en la EH y la hipopotasemia secundaria a pérdidas e
hiperaldosteronismo secundario. La hiponatremia es generalmente
dilucional. Pueden aparecer hipomagnesemia e hipocalcemia. Los
pacientes con FHF desarrollan infecciones frecuentes de origen entérico.
Son frecuentes también las infecciones por Gram positivos y hongos,
favorecidas por el manejo diagnostico y terapéutico de estos enfermos. En
su patogenia se implican alteraciones funcionales de los neutrdfilos,
disminucion del complemento sérico y quizds una deficiencia de la

funcion de las células de Kupffer.

Analizaremos por sistemas las caracteristicas clinicas y la

patogenia de su afectacion en el curso del FHF.

2.1.2.1.- Alteraciones del sistema nervioso central

La patogenia de la EH no es todavia muy conocida; no obstante,

los dos factores implicados con mayor frecuencia han sido el incremento
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de la concentracion de amonio en el sistema nervioso central (SNC) vy el
aumento del &cido gamma amino butirico (GABA) como neurotransmisor
inhibidor (Lee, 1993; Mas y Rodes, 1997).

La neurotoxicidad del amonio es bien conocida. Su concentracion
en la sangre y en el liquido cefalorraquideo (LCR) aumenta en el FHF. El
amonio inhibe los canales de cloro, lo que contribuye a la depresion del
SNC, disminuye la neurotransmision glutamatérgica, causando
neurodepresion y ademas altera la barrera hematoencefalica. No obstante,
existen varias observaciones que no apoyan que el amonio sea el Unico
factor en el desarrollo de la encefalopatia (Jalan y Hayes, 1997). Asi se ha
propuesto un papel para otras neurotoxinas derivadas del intestino tales

como mercaptanos, fenoles o acidos grasos de cadena corta.

El estado normal de alerta esta determinado por un fino equilibrio
entre los neurotransmisores excitadores e inhibidores. Por un lado, el
glutatidn es el neurotransmisor excitador mas importante en el cerebro; en
la encefalopatia sus niveles estdn reducidos, los mecanismos de
recaptacion estan alterados y los sitios de union presentan una regulacién a
la baja. Por otro lado, el GABA es el principal neurotransmisor inhibidor y
su tono esta aumentado en la EH, lo que se asocia con alteraciones de la
funcion motora y la depresion de conciencia, dos manifestaciones
cardinales de la encefalopatia. EI mecanismo por el cual dicho tono
aumenta es desconocido: la disminucion de los receptores GABA
presindpticos y el aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefélica estarian favoreciendo el aumento de la activacion de los
receptores GABA, junto con la sintesis de neuroesteroides por la astroglia
(Basile y Jones, 1997).
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Por ultimo, se ha sugerido que el amonio por si solo aumentaria
directamente la neurotransmision GABAGérgica (Basile y Jones, 1997).
Parece probable que el amonio, en las concentraciones que comunmente
se detectan en el FHF, contribuya a las manifestaciones de la encefalopatia
ya sea potenciando la neurotransmision GABAEérgica 0 aumentando
sinérgicamente la accion de los agonistas enddgenos del receptor
benzodiacepinico. Este concepto explica por qué algunos pacientes con
encefalopatia tienen niveles normales de amonio y por qué, en otras
circustancias, no responden a los antagonistas del receptor de
benzodiacepinas y racionaliza el tratamiento de la encefalopatia que esta
encaminado tanto a la disminucion de los niveles de amonio como a la

disminucion del tono GABAErgico.

No so6lo la encefalopatia, como desorden metabdlico, afecta el
nivel de consciencia de estos pacientes sino también el edema cerebral con
aumento concomitante de la presion intracraneal (PIC). Generalmente
progresa siguiendo cuatro etapas que van desde la confusion con
alteraciones de la personalidad (grado 1) hasta el coma (grado 1V),
pasando por el comportamiento inapropiado con sopor, letargia, ataxia y
asterixis marcada (grado Il). El grado Il se caracteriza por estado de
estupor, lenguaje inarticulado, respuesta solo a ordenes simples, clonus,
Babinski y rigidez. El aumento de la PIC es poco frecuente en pacientes
con encefalopatia grados I/Il; no obstante, en las etapas tempranas
aumentaria el liquido cerebral hasta alcanzar el méximo en las etapas
avanzadas. El edema cerebral aparece en un 50 a 85% de los pacientes con
FHF y encefalopatia grados I1I/IV (Lee, 1993; Atillasoy y Berk, 1995;
Mas y Rodes, 1997). ElI edema cerebral puede conducir a herniacion
cerebral y muerte (25%). Existen dos hipotesis para explicar la patogenia:
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la de la “glutamina” y la de la “hiperemia cerebral”. La hipotesis de la
“glutamina” se basa en el hecho de que el amonio es destoxificado en el
cerebro y convertido en glutamina, cuyos efectos osmoticos en los
astrocitos pueden conducir al desarrollo de edema cerebral (Blei, 2005,
2008). El aumento de volumen de los astrocitos puede conducir al
desarrollo de edema cerebral y es un hecho neuropatol6gico prominente en
el FHF (Blei, 1991; Blei y cols., 1992; Norenberg y cols., 2007). La
concentracion de amonio cerebral esta relacionada con la herniacion

cerebral en pacientes de FHF (Clemmesen y cols., 1999).

La hipotesis de la “hiperemia cerebral” propone que el edema se
produce como consecuencia de una elevacion del flujo sanguineo cerebral,
lo que altera las fuerzas hidrostaticas presentes en los capilares cerebrales.
Estudios realizados en pacientes con FHF (Larsen y cols., 1995a, 1995b;
Strauss y cols., 1997, 1998) y en modelos experimentales (Dempsey y
Kindt, 1982) indican que las arteriolas cerebrales estan dilatadas. En
pacientes con FHF, la liberacion de endotoxinas desde el intestino a la
sangre portal puede aumentar la concentracion plasmética del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de algunas interleucinas (IL-1 e IL-6)
durante la respuesta inflamatoria del hospedador (Wilkinson y cols., 1974;
de la Mata y cols.,, 1990). A su vez, las citocinas son potentes
estimuladores de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS), por lo que el
estado hiperdinamico de la circulacion sistémica, el alto gasto cardiaco y
la baja resistencia vascular pueden llevar a la produccion de excesivas
cantidades de oxido nitrico (NO) en el endotelio del enfermo con FHF
(Schneider y cols., 1994). Otros estudios sugieren que el desarrollo de

edema cerebral puede depender tanto de la acumulacién de glutamina en



Tesis Doctoral: Rodrigo Garcia Lastra

los astrocitos como de los cambios en el flujo sanguineo cerebral
(Cordoba y cols., 1999; Master y cols., 1999).

Segun otros autores, el higado necrdtico también podria estar
involucrado en la génesis de la hiperemia cerebral. Aungue, es posible que
las citocinas u otros compuestos liberados por el higado necrético puedan
contribuir a la vasodilatacion cerebral, otras situaciones asociadas con la
necrosis masiva del tejido hepatico, como la pancreatitis, no estan

asociadas con edema cerebral.

2.1.2.2.- Alteraciones renales y del equilibrio &cido-base

Las alteraciones en el equilibrio hidroelectrolitico en el FHF son
muy complejas. Entre el 30 y el 75% de los pacientes con FHF desarrolla
insuficiencia renal oligurica, lo que agrava el prondéstico. Debido a la
disminucion de la sintesis de urea por el higado, la azoemia no es un buen
indicador de la funcidn renal, y se prefiere la creatininemia (Ring-Larsen y
Palazzo, 1981).

Algunos pacientes desarrollan necrosis tubular aguda vinculada al
shock hipovolémico, bacteriemia y nefrotoxicidad inducidas por drogas,
presentandose con un aumento de la natriuria y una orina isosmolar. No
obstante, en la evolucién, lo mas frecuente (aproximadamente en el 50%
de los pacientes) es el desarrollo de un fallo renal funcional, habiéndose
descartado los factores prerrenales y la necrosis tubular aguda. Los rifiones
de estos pacientes son histolégicamente normales o casi normales con la
funcidn tubular renal preservada de manera que el trasplante hepatico o la

mejoria del cuadro revierte el fallo renal (Bihari y cols., 1986).
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El fallo renal funcional, al igual que en la cirrosis, se relaciona con
el desequilibrio entre los factores vasoconstrictores y vasodilatadores
renales, a favor de aquéllos, secundario a la disminucion del volumen
circulante eficaz por vasodilatacion periférica y esplacnica. Se ha
demostrado a nivel neuronal un aumento de la actividad simpética con la
existencia de un reflujo hepatorrenal; en lo humoral, un aumento del
sistema renina-angiotensina Il-aldosterona, un aumento de la hormona
antidiurética con refractariedad a la hormona natriurética auricular; y a
nivel intrarrenal un aumento de la endotelina 1 con una disminucion de la
calicreina urinaria y una alteracion de las prostaglandinas renales. De
manera que, al igual que en los pacientes cirrGticos con sindrome
hepatorrenal, los pacientes con FHF e insuficiencia renal exhiben una
grave vasoconstriccion renal con disminucion de la perfusion renal y del
filtrado glomerular con una funcion tubular conservada en el contexto de
una marcada vasodilatacion sistémica (Hoofnagle y cols., 1995; Ellis y
Wendon, 1996; Lee, 1996). Esta forma de disfuncion renal no remite a
menos que exista una mejoria simultdnea de la funcion hepética. El
pronostico del sindrome hepatorrenal es desfavorable con una mortalidad
del 90%.

Aproximadamente un 50% de los pacientes con FHF presentan
signos clinicos asociados con hipertension portal como ascitis y sindrome
hepatorrenal. Se ha sugerido que la hipertension portal podria estar
causada por un aumento de la resistencia hepatica al flujo sanguineo portal
como consecuencia del colapso sinusoidal y distorsion de la arquitectura
hepatica después de producirse la necrosis hepatocelular extensa (Navasa
y cols., 1992).
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La hipopotasemia se produce frecuentemente en las fases
tempranas y puede desencadenar arritmias letales. La hiponatremia es la
expresion bioquimica del aumento de retencion de agua y la disminucion
de depuracion del agua libre. Ello se debe a una disminucion del filtrado
glomerular que determina una menor llegada de orina primaria a los
segmentos distales de la nefrona, junto con el aumento de la hormona
antidiurética. La inhibicion de la secrecion de esta hormona, asi como su
inhibicion periférica por la demeclociclina y la expansion del volumen con
plasma, aumenta la generacion de agua libre. La hipernatremia puede
seguir a la transfusion de grandes cantidades de plasma fresco,
especialmente en ausencia de diuresis 0 con el uso de diuréticos
osmoticos. La hipofosfatemia es comun particularmente en casos de

sobredosis por paracetamol (Valla y cols., 1989).

La alcalosis es un hallazgo frecuente en el FHF (Mizock y Falk,
1992). En etapas tempranas de la EH frecuentemente se observa una
alcalosis respiratoria de origen central, secundaria a algun mediador
toxico. Se asocia con una disminucion de la disociacion de la
oxihemoglobina, y una disminucién de la perfusion cerebral y del

consumo de O, cerebral.

También es precoz una alcalosis metabdlica que puede deberse a la
hipopotasemia o ser secundaria al fallo en la alcalinizacién de la orina. La
aspiracion gastrica puede potenciar este problema asi como también la

disminucién de la natremia.

En la evolucion se desarrolla una acidosis metabdlica lactica,
particularmente asociada con la hipoglucemia y el fallo de la circulacién

periférica. Se ha sugerido que la acidosis lactica puede deberse tanto al
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fallo de la gluconeogénesis como a un aumento del metabolismo aerobico.
Por ultimo, puede existir también una acidosis respiratoria por depresion

del centro respiratorio secundario al edema cerebral.

2.1.2.3.- Alteraciones respiratorias

En relacion al centro respiratorio, inicialmente se produce una
hiperestimulacion que lleva a una alcalosis respiratoria, pero en la
evolucion, y de forma secundaria al aumento de la presién intracraneal,
puede desarrollarse una acidosis metabolica por depresion del centro
respiratorio que conduce al paro respiratorio.

En relacion con el parénquima pulmonar y del intercambio de
gases, estos pacientes presentan una insuficiencia respiratoria tipo I,
debido a una hipoxemia con normo o hipocapnia. La hipoxemia es
secundaria a varios mecanismos: aspiracion del contenido digestivo en las
vias aéreas, edema pulmonar lesional, atelectasia por secreciones retenidas
gue no pueden expectorar, ileo pronunciado con ascenso diafragmatico y
neumonia, como complicacion infecciosa. Se ha descrito un sindrome
hepatopulmonar que consiste en la triada: disfuncion hepéatica mas

hipoxemia mas dilatacion vascular pulmonar (Castro y Krowka, 1996).

En la circulacion, el patrén tipico del FHF es muy similar al de la
sepsis, con gasto cardiaco aumentado y disminucion de la resistencia
vascular periféerica, que en la evolucion puede llegar a la hipotension y
shock. A veces el shock puede ser de causa central por depresion del
centro vasomotor, siendo de muy dificil tratamiento (Harrison y cols.,
1991).
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En la microcirculacion se produce una disminucion de la tasa de
extraccion de oxigeno con una diferencia arterio-venosa del oxigeno
disminuida a pesar de la alta disponibilidad del mismo, lo cual favorece la
lactoacidosis. La correccion de la macrocirculacion con vasoconstrictores
e inotropicos, empeora la oxigenacion tisular agravando la acidosis
metabdlica (Ellis y Wendon, 1996). Se pueden observar arritmias
cardiacas incluyendo extrasistoles ventriculares, bloqueos y bradicardia,
que pueden ser secundarias a alteraciones en la oxigenacion del miocardio

y aumento de la presion intracraneal.

2.1.2.4.- Alteraciones de la coagulacién

Las alteraciones en el mecanismo de la coagulacion son un
hallazgo practicamente constante en el FHF, debido al papel del higado en
la sintesis de los factores de la coagulacion con excepcion del factor VIII
que es sintetizado por el endotelio. El tiempo de protombina (TP) se halla
prolongado, siendo éste un elemento prondstico. El factor VII es el
primero en disminuir por su vida media corta y se afecta poco con el
aumento del catabolismo. El descenso de este factor indica que el dafio
hepatico ha ocurrido independientemente de los factores dependientes de
vitamina K y es un factor prondstico y de seguimiento evolutivo. La
concentracion de fibrindgeno es la altima en disminuir, ya que el higado

preserva la capacidad de sintetizarlo hasta las etapas finales del FHF.

Si bien puede ocurrir una fibrinolisis y una coagulacion
intravascular diseminada (CID) de bajo grado, estos sindromes son

dificiles de distinguir de los cambios debidos a fallos de la sintesis
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hepatica. No obstante, la CID puede acentuarse por complicaciones
hemorragicas, reposicion de factores, infeccion o endotoxemia. Se altera la
funcion y el nimero de plaquetas que se sittan por debajo de 100.000/pul
(Lee, 1993).

2.1.2.5.- Alteraciones metabdlicas

Una situacion frecuente en el FHF (en méas del 40% de los casos)
es la hipoglucemia, secundaria a la alteracion de la gluconeogénesis y a
los bajos niveles de glucégeno hepatico (Lee y Williams, 1996). Por otra
parte, los niveles de insulina estan elevados por una disminucién de su
metabolismo, lo que aumenta su vida media; este aspecto, junto con la
hiponatremia, puede explicar parte de las manifestaciones encefélicas. La
presencia de hipoglucemia constituye otro elemento prondéstico. No es raro
que estos pacientes presenten una pancreatitis asociada que puede ser

causa de ileo o distension abdominal y de la hiperdinamia.

2.1.3.- Anatomia patoldgica

En la mayoria de los casos, se produce una necrosis masiva de los
hepatocitos; no obstante, la insuficiencia hepatocelular sin necrosis es
caracteristica del higado graso agudo del embarazo y del sindrome de
Reye, sugiriendo que la muerte real de las células no es un rasgo universal
o esencial. Ciertas condiciones como el dafio inducido por disolventes

organicos o la intoxicacion por acetaminofeno afectan en particular a la
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region centrolobulillar. En contraste, el higado graso agudo se caracteriza

por la acumulacion de grasa microvesicular en las células intactas.

Vinculado con el patrén enzimatico podemos hablar de dos tipos
anatomopatologicos de lesion hepatica en el FHF. En el tipo | aparecen
areas confluentes de necrosis hepatocitaria y se producen elevaciones
marcadas de las transaminasas séricas y de la bilirrubinemia. Sus causas
pueden ser virus hepatotropos, toxicos como el paracetamol, halotano o
isoniazida, intoxicacion por Amanita phalloides e isquemia hepatica. El
tipo Il se caracteriza por un acumulo microvesicular de grasa en el
citoplasma hepatocitario sin desplazamiento de los nlcleos. Aunque
también aumenta la transaminasemia, lo hace en menor grado. Algunos
ejemplos de este tipo de FHF son la degeneracion aguda grasa del
embarazo, el sindrome de Reye, la toxicidad por tetraciclinas o acido
valproico y la hepatitis aguda alcohdlica (Lee, 1993; Lee y Williams,
1996).

2.1.4.- Fisiopatologia

La gravedad y duracion del FHF depende, por una parte, del grado
de alteracion de las actividades de sintesis, de biotransformacion y de
eliminacion de endotoxinas resultantes de la pérdida de funcionalidad de
los hepatocitos y las células de Kupffer, junto con los efectos sistémicos
de los mediadores liberados por el higado dafiado y, por otra, de la
velocidad y extension a la que estos acontecimientos se ven equilibrados
por la regeneracion hepatica. Diversas investigaciones sugieren que el

dafio hepatico en el FHF es el resultado tanto de la accion directa del
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farmaco, toxina, virus u otra causa, como de la liberacion de citocinas de
las células no parenquimatosas activadas, es decir, las células de Kupffer,
las células estrelladas y las células endoteliales (Andus y cols., 1991;
Rosser y Gores, 1995). La activacion de estos tipos de células puede,
ademaés, reducir la microcirculacion intrahepatica en los sinusoides,
exacerbando la isquemia local. También se ha indicado que los pacientes
con FHF presentan bajos niveles plasmaticos de fibronectina, proteina que
actla como una opsonina no especifica para las particulas circulantes,
tales como desechos celulares, fibrina y bacterias, ademas de estar
involucrada en la hemostasia. Esta disminucion en su concentracion se
deberia a un incremento en su consumo en el proceso de fagocitosis mas

que a una falta de sintesis en el higado dafiado (Almasio y cols., 1986).

Varios estudios han implicado a las propias células residentes del
higado, especialmente las células de Kupffer y las células endoteliales, en
combinacion con elementos del sistema inmune como participantes en el
proceso destructivo que lleva al fallo hepatico bien sea por necrosis o por
apoptosis (Pessayre y cols., 1999). La apoptosis esta presente en el higado
tanto durante su desarrollo como en la etapa adulta. Durante la
embriogénesis, la apoptosis es necesaria tanto para el desarrollo de las vias
biliares como del parénquima hepatico. El primitivo sistema biliar
intrahepatico se desarrolla a partir de una doble capa cilindrica
denominada lamina ductal. En estadios tardios del desarrollo de la lamina
ductal se observa un incremento de los niveles de Bcl-2 en comparacion
con los estadios mas tempranos (Terada y Nakanuma, 1995).
Posteriormente, en malformaciones en las que persiste la lamina ductal, se

observo un descenso en el nimero de células apoptéticas asi como un
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incremento en los niveles de Bcl-2 compardndolos con fetos control de
similares edades (Sergi y cols., 2000).

No se conoce demasiado sobre la implicacion de la apoptosis en el
parénquima hepatico de una persona adulta sana; por el contrario, si se
sabe que la apoptosis esta involucrada en numerosas patologias hepéticas
como son las autoinmunes, hepatitis viricas cronicas, procesos hepéticos
asociados al consumo de alcohol, procesos cancerigenos como el
hepatocarcinoma y el colangiocarcinoma (Guicciardi y Gores, 2005; El
Bassiouny y cols., 2008), y en la patogenia del FHF el cual se caracteriza
por una incontrolada muerte masiva de hepatocitos (Leifeld y cols., 2006).

La apoptosis de los hepatocitos es el proceso mas importante en el
mecanismo molecular del fallo hepéatico (Togo y cols., 2004; Eichhorst,
2005), ya que la apoptosis es la primera respuesta celular del higado ante
una amplia variedad de sustancias tdxicas (Doggrell, 2004). La muerte
masiva de hepatocitos por apoptosis se ha puesto de manifiesto en
diversos modelos de FHF como son los inducidos por galactosamina mas
LPS (Arvelo y cols.,, 2002; Wang y cols.,, 2003), herpes simple
(Hashimoto y cols., 2003) o concanavalina A (Trautwein y cols., 1998;
Kim y cols., 2000). Sin embargo, no existen muchos datos sobre la
trascendencia de la apoptosis en el FHF humano (Kasahara y cols., 2000;
Streetz y cols., 2000; McGregor y cols., 2003; Rutherford y Chung, 2008).

2.1.5.- Mecanismos moleculares

Diversas investigaciones sugieren que el FHF es el resultado tanto

de la accién directa del farmaco, virus o toxico sobre los hepatocitos,
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como de la liberacion de citocinas por las células no parenquimatosas
activadas, principalmente las células de Kupffer y células endoteliales.
(Rosser y Gores, 1995; Malhi y Gores, 2008).

En el caso de las infecciones viricas la liberacion de citocinas
inflamatorias, como TNF-o, interleucinas (IL-1 e IL-6 principalmente) o
IFN-y, también se debe a los macrdéfagos circulantes o linfocitos T

activados (Rutherford, 2007; Zeremski y cols., 2007; Ou y cols., 2008).

2.1.5.1.- Citocinas inflamatorias y Fas-L

Las citocinas son moléculas solubles no especificas que son
producidas mayoritariamente por los leucocitos e intervienen en la
regulaciéon de las células del sistema inmune y en los procesos
inflamatorios. Estas moléculas estan implicadas en las respuestas frente a
los agentes infecciosos, pero en ocasiones pueden ser responsables de los
procesos patologicos. Las citocinas incluyen a las interleucinas (IL),
linfocinas, interferones, monocinas y quimiocinas. Las quimiocinas son
proteinas implicadas en la atraccién especifica de los leucocitos hacia

tejidos en donde se esta produciendo un proceso inflamatorio.

Las citocinas ejercen su funcién actuando sobre receptores
especificos de membrana y contribuyen a la activacion, blastogénesis y/o
diferenciacion en células efectoras, regulando también otros procesos
como la apoptosis, adquisicion de capacidad citotoxica y la recirculacion

de los leucocitos.
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Los efectos y la sintesis de las citocinas no se limitan al sistema
inmune, ya que se ha observado que estas moléculas pueden regular la

funcidn de las células de otros érganos y tejidos.

El TNF-a es una citocina pleiotrépica que existe de forma libre y
como molécula de membrana. Est4 implicada en la respuesta inmunitaria
del hospedador, en la inflamacién y en la apoptosis. Se han descrito dos
moléculas estrechamente relacionadas, el TNF-a y el TNF-p, con elevada
homologia en su secuencia aminoacidica. EI TNF-o es una citocina
producida fundamentalmente por los monocitos y los macréfagos en
respuesta a antigenos bacterianos, tales como el LPS, que es la principal
responsable del shock séptico asociado a bacteriemias. También puede ser
producida por los linfocitos T y B, natural Killer (NK), fibroblastos y
mastocitos. Junto con la IL-1 estd implicada en los procesos inflamatorios
derivados de los procesos infecciosos, elevando la temperatura corporal y
produciendo caquexia y suefio al actuar sobre el SNC. Por otra parte,
induce la expresion de moléculas de adhesion y estimula la produccion de
la IL-8 por las células del endotelio vascular, lo que contribuye a la
extravasacion de linfocitos, neutrofilos y monocitos. La liberacion de
TNF-o produce activacion local del endotelio vascular, liberacion de
6xido nitroso con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular,
que conducen al reclutamiento de las células inflamatorias,
inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de los
linfocitos T y B. También aumenta la activacion y adhesion plaquetaria y

provoca oclusién vascular.

Las funciones del TNF-a se deben a su union a dos receptores
celulares que se localizan en diferentes células como neutrofilos, células

endoteliales y fibroblastos. Cuando el TNF-a actua a nivel sistémico sus
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efectos son desastrosos provocando sindromes como el shock séptico y la
CID. El TNF-a activa dos factores de transcripcion: la proteina activadora-
1 (AP-1) y el factor de transcripcion nuclear -kappaB (NF-xB). Ambos
factores de transcripcion se activan a través de la activacion de las
proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKS): quinasa amino-
terminal c-Jun (JNK) y p38, y las IxB quinasas, respectivamente

(Hayakawa y cols., 2006).

El TNF-B o linfotoxina, es producido exclusivamente por linfocitos
T activados, aunque se une a los mismos receptores que el TNF-a ¢ induce

funciones similares.

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina multifuncional que ha sido
implicada en gran variedad de funciones celulares. Es una glicoproteina
segregada por monocitos/macrofagos, fibroblastos, células endoteliales,
linfocitos T y células del estroma de la médula ésea. El gen que codifica
para IL-6 esta localizado en el cromosoma 7, su liberacién esta inducida
por la IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF-a. Es una citocina con
actividad antiinflamatoria y proinflamatoria. Interviene en la produccion
de inmunoglobulinas, en la diferenciacion de linfocitos B, activa a los
linfocitos T citotoxicos, modula la hematopoyesis y es la responsable,
junto con la IL-1, de la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado, en
especial fibrindgeno.

El interfer6n (IFN) es una glicoproteina pleiotrépica producida por
el sistema inmunitario de la mayoria de los animales con un papel
antiviral, antiproliferativo, proapoptotico, proinflamatorio y de regulacion
de la respuesta inmunitaria. En los seres humanos hay tres tipos

principales de interferon. El primer tipo estd compuesto por 14 diferentes
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isoformas del IFN-a, e isoformas individuales B, o, &, y k. El segundo
tipo consiste en el IFN-y. Recientemente se ha descubierto una tercera

clase de inteferon, el A, con 3 isoformas diferentes.

El interferon tiene 2 acciones basicas. Por un lado, impide la
replicacion en células infectadas que aun no han sido destruidas por la
accion virica, y por otro, activa las NK, capaces de reconocer células
infectadas por virus y eliminarlas. La accion del interferon es mediada a
través de la activacion de la via de sefializacion JAK/STAT (Stark y cols.,
1998; Hosui y cols., 2003; Stark, 2007).

Fas (también denominado CD95) es una proteina de superficie
celular con un dominio citoplasmatico de "muerte celular" conservado. El
ligando Fas (Fas-L o Apo-1) es una proteina de membrana tipo Il miembro
de la familia del TNF que esta altamente expresado en linfocitos
activados. Esta proteina estd implicada en los mecanismos de la via
extrinseca de la muerte celular programada (Danial y Korsmeyer, 2004).
Fas-L se une a Fas en la misma célula o células adyacentes, formandose
grupos de tres 0 mas moléculas de Fas. A causa de esta agregacion, los
dominios de muerte intracelulares de estos receptores agrupados por Fas
se unen a una proteina adaptadora que contiene un dominio de muerte
citosélico FADD (del inglés "dominio de muerte asociado a Fas"). FADD,
por su parte, se fija a la forma inactiva de la caspasa-8 la cual experimenta
una autoactivacion catalitica y es entonces capaz de activar a otras
caspasas efectoras y desencadenar la apoptosis. Esta via de la apoptosis se
Ilama muerte celular inducida por activacién dado que se ve inducida por
la activacion receptor/ligando y no por la ausencia de estimulos de

supervivencia (Danial y Korsmeyer, 2004).
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2.1.5.2.- Moléculas de adhesion

La migracion de células inmunitarias activadas antigeno-
especificas a los tejidos diana donde se replica el virus esta controlada por
la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular que se
unen a los ligandos de los linfocitos circulantes. En este contexto la
molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1), entre otras, es expresada en
la superficie de las células endoteliales como respuesta a la presencia de
citocinas circulantes, favoreciendo la adhesién de macréfagos y linfocitos
T y su extravasacion hacia el tejido diana donde se generard un foco
inflamatorio (Wolf y cols, 2001; Ou y cols., 2008).

Por otra parte, la deteccion de esas citocinas inflamatorias por el
hepatocito activa diversas vias de sefializacién, como las de las MAPKSs,
los factores de transcripcion NF-xB y AP-1, la ruta JAK/STAT y genes
proinflamatorios como la Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la
ciclooxigenasa inducible (COX-2). La activacion de estas vias conlleva a
su vez la expresion de nuevas citocinas inflamatorias, esta vez por la
célula diana, el desencadenamiento de la apoptosis o en el mejor de los
casos, la regeneracion celular (Gao, 2005; Stepniak y cols., 2006; EI-

Bassiouny y cols., 2007).

2.1.5.3.- Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK)

La familia de las MAPKSs representa un grupo de proteinas
relacionadas con la transduccion de una gran variedad de sefiales externas

desencadenando, a su vez, mdltiples actividades celulares, como la
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diferenciacion 'y proliferacion celular o la expresion de genes
proinflamatorios y proapoptdéticos.

Aunque cada MAPK tiene sus caracteristicas, todas ellas se
caracterizan por seguir un mismo patron conservado durante la evolucion.
Cada familia de MAPK estd compuesta por un conjunto de tres quinasas
que actuan secuencialmente: una MAPK, una MAPK quinasa (MAPKK) y
una MAPKK quinasa (MAPKKK). La activacion de la MAPKK se
traduce en la fosforilacion y activacion de la MAPKK, que a su vez
estimula la actividad MAPK a través de una doble fosforilacion en
treonina y tirosina. Una vez activada, la MAPK activa sus sustratos diana

en residuos serina o treonina seguidos por una prolina.

Estimulo externo > MAPKKK > MAPKK > MAPK > Respuesta

La gran variedad de funciones de las MAPKs estan mediadas por
la fosforilacion de varios sustratos, incluyendo fosfolipasas, factores de
transcripcion y proteinas citoesqueléticas. Las MAPKs catalizan a su vez
la fosforilacién y activacion de diversas proteinas quinasas, denominadas
proteinas quinasas activadas por MAPKs (MKSs), que representan un paso
adicional a nivel enzimatico y de amplificacidn en las cascadas cataliticas
de las MAPKSs (Roux y Blenis, 2004).

En los mamiferos se han identificado tres MAPKSs principales: las
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), la p38 y la
quinasa amino-terminal c-Jun (JNK/SAPK). En términos generales las
ERK estan activadas por factores de crecimiento y mitdgenos (EGF, HGF,
IGF1 e insulina), mientras que tanto la p38 como la JNK estan activadas

por estimulos de citocinas (TNF-a, IL-6) 0 estrés oxidativo (Roux y
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Blenis, 2004), por lo que se ha indicado que estas vias de sefializacion
tienen efectos opuestos sobre la regulacion de la apoptosis, sefialando que
JNK 'y p38 son mediadoras de la muerte celular (Kobayashi y cols., 2002;
Wang y cols., 2004; Ma y cols., 2007), mientras que ERK1/2 promueve la

supervivencia (Czaja y cols., 2003; Kuwabara y cols., 2008).

La cascada de las proteinas ERK consiste en unas MAPKKKs (A-
Raf, B-Raf, y Raf-1), unas MAPKKs (MEK1, MEK2) y las indicadas
MAPKSs (ERK1 y ERK?2). Estan activadas principalmente por mitégenos y
factores de crecimiento e implicadas en procesos de proliferacion celular,
por lo que su inhibiciobn se ha considerado relevante como terapia
anticancerigena. Su forma activada actia sobre diferentes sustratos
celulares, fosforilando proteinas de membrana, sustratos nucleares (como
Elk-1, STAT3, c-Myc y c-Fos, entre otros), algunas proteinas
citoesqueléticas, y varias MKs (Roux y Blenis, 2004). Varios estudios han
demostrado su papel en la promocién de la supervivencia celular (Aoudjit
y Vuori., 2001; Czaja y cols., 2003; Kuwabara y cols., 2008).

La MAPK p38 regula la expresion génica en respuesta a varios
estimulos extracelulares como el TNF-a, Fas, lipopolisacarido (LPS) o
hiperosmolaridad. En las sefiales mediadas por Fas 0 TNF-a, una quinasa
reguladora de la apoptosis (ASK1) es la principal MAPKKK de p38. La
p38 es activada por dos MAPKKs (MEK-3 y MEK-6), que la fosforilan en
Thr-180 y Tyr-182. La p38 activada estimula la actividad de varios
factores de transcripcion junto con otras MKs (Yang y cols., 2002; Roux y
Blenis., 2004).
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Figura 2.- Cascada de las MAPKs

Esta via ha sido implicada en procesos de inflamacion, apoptosis,
hipertrofia de cardiomiocitos y diferenciacion celular. Muchas sefiales de

apoptosis estimulan la actividad de p38 (Jameel y cols., 2008).

Las MAPKSs JNK (JNK1, JNK2 y JNK3) se unen al dominio NH2-
terminal del factor de transcripcion c-Jun fosforilandolo en Ser-63 y Ser-
73, lo que causa un incremento de la actividad transcripcional. Se sabe que
la activacién de JNK desencadena apoptosis en respuesta a estreses
ambientales, presencia de citocinas inflamatorias y TNF-oa.. Al igual que
ERK y p38, la activacion de JNK requiere una doble fosforilacién en
residuos tirosina y treonina. Las MAPKKSs que catalizan tal reaccion son

conocidas como MEK4 y MEK?7. Estas son fosforiladas y activadas, a su
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vez, por varias MAPKKKs como MEKK1/4, MLK2/3, Tpl-2, DLK,
TAO1/2, TAK1 y ASK1/2 (Roux y Blenis., 2004). JINK modula algunas
proteinas de la familia Bcl-2 a nivel transcripcional, post-transcripcional y
post-translacional (Yu y cols., 2004). Su forma activa también puede
fosforilar otros factores de trancripcion tales como ATF-2, NF-AT, HSF-
1, y STAT3. Sorprendentemente no se conoce ninguna proteina quinasa
activada por JNK (Roux y Blenis., 2004).

2.1.5.4.- Via de sefializacion PI13K/Akt

La quinasa lipidica “fosfatidil inositol 3 quinasa” (PI3K) esta
relacionada con la regulacion de un gran namero de procesos celulares
tales como transcripcion, migracion, angiogénesis, crecimiento celular,

proliferacion, apoptosis y metabolismo de la glucosa.

La PI3K es activada por varias hormonas entre las que estd
incluida la insulina, por factores de crecimiento (EGF, IGF, PDGF, NGF,
HGF), por sefiales derivadas de receptores de la matriz extracelular
(integrinas), por estrés oxidativo o activacion de Ras (Vivanco y Sawyers,
2002).

La PI3K fosforila fosfatidilinositoles de la membrana celular
generando  fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato  (PIP3) a partir de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,). En la membrana celular, el PIP3,
recluta tres proteina quinasas (Akt, PDK1 y PDK2) que se unen a el. La
Akt (proteina quinasa B —PKB-) es fosforilada por la PDK1 y PDK2

(serina-treonina quinasas dependientes de fosfolipidos). La fosforilacién
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de Akt permite su disociacion de la membrana plasmaética y su paso al

citosol, nucleo u otros organulos donde fosforila otras proteinas.

A través de Akt, el PI3K regula numerosas funciones fisioldgicas
como la supervivencia y proliferacion celular, la apoptosis y el
metabolismo de la glucosa. Akt fosforila BAD, un miembro de la familia
de las Bcl-2, y la caspasa-9. De esta forma inactiva estas proteinas y
retrasa la apoptosis. También se ha descrito la regulacion de la apoptosis
por Akt mediante control transcripcional de genes pro- y antiapoptéticos
(Burgering y Medema, 2003). Del mismo modo, Akt promueve la
supervivencia mediante activacion del NF-xB y la transcripcion de
interferones, factores de crecimiento y proteinas inhibidoras de la
apoptosis (Yang y cols, 2001; Manning y Cantley, 2007).

Factores de crecimiento
Hormonas

Activadon NF-xB Fosforilacion BAD
y Caspasa-9
SUPERVIVENCIA Inhib'icién
APOPTOSIS

Figura 3.- Activacion y funciones de la ruta PI13K/Akt.
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2.1.5.5.- Factores de transcripcion NF-«B y AP-1

Un factor de transcripcion es una proteina que participa en la
regulacion de la transcripcion del ADN, pero que no forma parte de la
ARN polimerasa. Los factores de transcripcion pueden actuar
reconociendo y uniéndose a secuencias concretas de ADN, uniéndose a
otros factores, o uniéndose directamente a la ARN polimerasa.

Los factores de transcripciébn son estimulados por sefiales
citoplasmaticas. Al ser activados adquieren la capacidad de regular la
expresion génica en el nucleo celular, bien activando, bien reprimiendo la

transcripcion de diversos genes.

El NF-xB es un dimero de miembros de la familia Rel de proteinas
de union al ADN caracterizado por la presencia de una secuencia N-
terminal conservada de 300 aminoacidos, conocida como “dominio
homologo Rel”. En organismos eucariotas la familia de proteinas Rel
incluye p50, p52, Rel, p65 y RelB. NF-kB se refiere generalmente a un

dimero p50/p65, que es el mas abundante y el primero en ser descrito.

El NF-xB fue descrito por primera vez en 1986 como un factor
nuclear necesario para la transcripcion de la cadena ligera kappa de las
inmunoglobulinas en las células B. A dia de hoy se reconoce en todos los

tipos celulares (Ali y Mann, 2004).

El NF-xB es un factor de transcripcion ubicuo conservado desde
Drosophila hasta el hombre. Se ha demostrado su papel en la regulacién
del sistema inmunitario, en la produccion de citocinas inflamatorias, en el
crecimiento celular y en la inflamacion (Manna y Aggarwal, 2000). En

ciertas situaciones actla como una proteina antiapoptética a través de la
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induccion de genes de supervivencia (Sonenshein, 1997). También han
sido relacionadas con un inapropiada regulacién de NF-xB las infecciones
viricas (Arnulf y cols., 2002; Messmer y cols., 2002) y la fibrosis hepética
(Mann y Smart, 2002; Wang y Cheng, 2008).

En condiciones normales el NF-kB esta localizado en el citosol
como un dimero de proteinas (p50/p65) unido a una proteina inhibidora
(IkB). NF-xB se activa por una gran cantidad de estimulos, desde la
radiacion ultravioleta, citocinas (como TNF-a o IL-1) o infecciones
bacterianas o viricas. La presencia de estos factores provoca un aumento
de las IkB quinasas especificas (IKKa/B) que fosforilan IkB y que
provocan una rapida ubiquitinacion y degradacion del IkB en el
proteosoma. La desaparicién del inhibidor provoca una translocacion del
complejo p50/p65 hacia el ndcleo celular donde se une a una region
especifica (-xB) en la region promotora de los genes diana. De este modo,
NF-kB aumenta la expresion de genes inflamatorios que codifican para
citocinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-12, entre otras), quimiocinas (IL-
8), factores de crecimiento, moléculas de adhesion celular (VCAM-1,
ICAM-1y E-selectina) (Zerfaoui y cols., 2008) y algunas proteinas de fase
aguda como el amiloide sérico A (SAA). El NF-xB también regula la
expresion de enzimas proinflamatorias entre las que se incluyen la iNOS y
la COX-2 (van den Berg y cols., 2001; Ali y Mann, 2004; Buzzelli y cols.,
2008).

También el NF-xB ha sido detectado en algunas patologias viricas
donde juega un papel clave en la expresion de genes que codifican para

moléculas importantes para la respuesta inmunitaria adaptativa, como las
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proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Kopp vy
Medzhitov, 1999).
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Figura 4.- Mecanismo de accion del factor de transcripcion NF-xB.

Paralelamente, la proteina activadora 1 (AP-1) forma parte de un
grupo de factores de transcripcion de las familias de Fos y Jun. La forma
predominante de AP-1 en la mayoria de las células es un heterodimero
Fos/Jun con una gran afinidad por el sitio de union de AP-1 al ADN (el
homodimero Jun/Jun tiene una baja afinidad por este sitio) (Fujioka y
cols., 2004). La actividad de AP-1 es inducida por una amplia gama de

estimulos, entre los que se encuentran citocinas (TNF-a), factores de
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crecimiento, neurotransmisores y radiacion UV, a través de diversas vias

de sefalizacion.

La induccion del promotor Jun, es llevada a cabo por la quinasa
JNK mediante fosforilacion. Por otro lado la induccion de Fos se debe en
parte a la activacion de las MAPKs ERK y JNK y el grupo de las janus
quinasas (JAKs) (Karin, 1995).

AP-1, mediante su union al ADN, regula la expresion de genes que
codifican para citocinas (TNF-a, ILs, Fas-L), INOS vy factores de

crecimiento, entre otros.

Multiples trabajos relacionan la activacion de JNK y AP-1 con la
apoptosis (Manna y Aggarwal, 2000; Taniguchi y cols., 2004; Lauricella y
cols., 2006), pero también con la regeneracion hepatica mediada por la
expresion de iINOS y consecuente liberacién de NO. De hecho, se indica
que la funcién de JNK en el higado es la regulacion de la muerte celular,
mientras que c-Jun interviene activamente en la regeneracion y
supervivencia celular de forma sinérgica con NF-xB (Hasselblatt y cols.,
2007).

2.1.5.6.- Enzimas iINOS y COX-2

Las oxido nitrico sintasas (NOS) son una familia de enzimas
responsables de transformar la L-arginina en 6xido nitrico. Se han descrito
tres isoformas, tres de ellas constitutivas (c(NOS) y una inducible (iNOS).
Entre las constitutivas se encuentran NOS1 (nNOS), constitutiva neuronal
y NOS3 (eNOS), constitutiva endotelial. La tercera, NOS2, es inducible
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(INOS). Concretamente iNOS tiene funciones en el sistema inmunitario y
en el circulatorio, donde provoca vasodilatacion. Es utilizada por
macrofagos en la respuesta inmunitaria contra patdgenos, liberando éxido
nitrico (Wei y cols., 2005). Su expresion es inducida por el factor de
transcripcion NF-xB (Xie y cols., 1994) en respuesta a la estimulacion de
citocinas (TNF-a e IFN-y) (Vila-del Sol y cols., 2007) o LPS (Stuehr y
Marletta, 1987).

La COX-2 es una enzima clave en la transformacion del acido
araquidénico en prostaglandinas. Es inducida por gran variedad de
factores entre los que se encuentran citocinas, factores de crecimiento y
promotores tumorales y ha sido implicada en procesos inflamatorios y
carcinogénesis. También ha sido implicada como inhibidora de la
apoptosis y como promotora de la angiogénesis (Crofford, 1997). También
modula la funcién inmunitaria e incrementa la invasividad tumoral (Xu,
2002; El-Bassiouny y cols., 2007).

Se ha demostrado que algunos virus producen sobreexpresion de
COX-2 en hepatocitos sugiriéndola como un mecanismo potencial en el
desarrollo de la fibrosis en infecciones cronicas por hepatitis C (Leng y
cols., 2003; Nufiez y cols., 2004; Waris y Siddiqui, 2005).

La IL-1 es un potente inductor de la expresion de COX-2 a través

del factor de transcripcion NF-kxB (Crofford y cols., 1997).
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2.1.5.7.- Via de sefializacion JAK-STAT

La via de sefializacion de las janus quinasas (JAKS) y las proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STATS), resulta
activada por mas de 50 citocinas y factores de crecimiento. Ha sido
implicada en gran variedad de funciones celulares en los sistemas

hematopoyético, inmunitario, neuronal, y hepatico.

En general, la union de las citocinas antes mencionadas a sus
receptores induce la dimerizacion del propio receptor, seguida de la
activacion de las tirosina quinasas asociadas al receptor, conocidas como
JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2. Este complejo receptor-quinasa interactia
con los factores citoplasmaticos de transcripcion de la familia STAT, que
incluye STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 y STAT6. Las STATs
fosforiladas forman un dimero y se translocan al nicleo de la célula para
activar la transcripcion de muchos genes diana (Akira, 1999, Kisseleva y
cols., 2002).

En el higado, la STATL es activada preferentemente por el IFN-
o/f y el IFN-y. Esta reconocido su papel clave en la defensa antivirica,
inflamacién, dafio hepatico y supresion de la regeneraciéon hepética. La
STAT2 es activada por el IFN-a/B y el IFN-A y su principal funcién es la
defensa antivirica hepética. Tras su activacion, STAT1 y STAT2 forman
heterodimeros u homodimeros que se translocan al ndcleo para activar la
transcripcion de genes relacionados con proteinas antivirales, supresores
tumorales o proteinas proapoptoticas (Gao, 2005). Se ha descrito que la
via IFN/STAT1 inhibe la expresion de INOS y NF-kB en células
fibroblasticas, lo que redunda en la supresion de la regeneracion hepatica
(Ganster y cols., 2001).



REVISION BIBLIOGRAFICA

La STATS3 es activada principalmente por la IL-6 y otras citocinas
relacionadas y la IL-22. Su papel en el higado va desde la respuesta de
fase aguda, proteccion contra el dafio hepatico, homeostasis de la glucosa
y el metabolismo lipidico, hasta la regeneracion hepética. Ademas, otros
factores pueden activar la STAT3 en el higado, como la IL-10, el EGF y

las proteinas viricas.

Varios genes inducidos por la STAT3 se identifican como
importantes para el efecto mitogénico y hepatoprotector de la via de IL-
6/STAT3. Entre ellos, se incluyen Bcl-2, Bel-xL, FLIP, Ref-1, ciclina D1,
c-myc, etc. (Taub, 2003). Otro mecanismo que puede contribuir al papel
hepatoprotector de I1L-6 es la inhibicion que produce sobre las células T
NK (Suny cols., 2004).

Por ultimo, cabe sefialar que la STAT3 puede ser activada en los
hepatocitos mediante varias proteinas viricas de las hepatitis (Waris y cols,
2005). Del mismo modo, la activacién de la STAT3 por especies reactivas
de oxigeno (ERQOS) juega un papel importante en las hepatitis By C y en
la gran incidencia de carcinoma hepatocelular (HCC) en estas
enfermedades (Gong y cols., 2001; Waris y cols., 2001; Machida y cols.,
2006).

En cuanto a la STAT4, es necesario sefialar que se activa
principalmente por la IL-12. Se ha demostrado su activacion en algin
modelo de fallo hepatico inducido por concanavalina-A e
isquemia/reperfusion (Hong y cols., 2002; Kato y cols., 2002). Sin
embargo, no esta claro que el desarrollo del dafio hepatico por IL-12 esté
mediado por STAT4 (Gao, 2005).
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La STAT5 puede ser activada en el higado por la hormona del
crecimiento, que regula la expresion de varios genes hepéticos, entre los
que se incluyen enzimas del metabolismo hepatico y la propia hormona
del crecimiento (Hosui y Hennighausen, 2008). En otro trabajo
relativamente reciente, se hace referencia a que la falta del factor STAT5
conlleva problemas de hepatoesteatosis y disminucion de la regeneracion
hepatica (Cui y cols., 2007).

Por su parte, la STAT6, parece ser activada por las interleucinas
IL-4, IL-12 e IL-13 en modelos de hepatitis inducida por concanavalina-A
(Jaruga y cols., 2003) e inhibe la isquemia/reperfusion (Kato y cols.,
2000).

Ademas, la activacién de estos factores de transcripcion es
regulada por ellos mismos mediante la induccion de proteinas supresoras
de la sefial de citocinas (SOCS).

Citocinas

3 Diferenciacién, proliferacion, apoptosis,
supervivencia, respuesta antivirica

Figura 5.- Via de sefializacion JAK/STAT y su regulacion por las proteinas SOCS.
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2.1.5.8.- Regulaciéon de la via JAK/STAT por las proteinas
supresoras de la sefial de citocinas (SOCS)

Las proteinas supresoras de la sefial de citocinas (SOCS) fueron
descritas inicialmente, como su nombre sugiere, como inhibidoras de la
sefial de citocinas. Hoy dia sus acciones se extienden a otras vias
intracelulares, aunque mantienen su papel como reguladoras negativas de

la sefial de citocinas y factores de crecimiento.

La sefial iniciada por citocinas tiene lugar mediante interaccion del
ligando con receptores especificos trans-membrana. Tras esto se produce
una dimerizacion del receptor que desemboca en una activacion de las
JAK quinasas asociadas y la consiguiente cascada de fosforilacion
intracelular, culminando con una apropiada respuesta celular. Sin
embargo, esta cascada necesita un control celular preciso. En caso de
pérdida de regulacién puede desencadenar fenémenos tumorales y de
inflamacién cronica. Por eso no es sorprendente que existan multiples
mecanismos de control de la sefial de citocinas, incluyendo las tirosina
fosfatasas, la internalizacion de receptores e inhibidores especificos, entre
los que se incluyen las PIAS (proteinas inhibidoras de la activacion de las
STATS) y los supresores de la sefial de citocinas (SOCS) (Croker y cols.,
2008).

La expresion de las proteinas SOCS puede ser inducida por
estimulacion de citocinas, regulando la sefial no s6lo como un clasico
feedback negativo, sino regulando a su vez toda la cascada de sefializacion
de otras citocinas mediante un proceso de comunicacion cruzada (“cross-
talk”). Pertenecen a una familia de proteinas con un dominio SH2

(SOCS1, 2, 3,4, 5, 6, 7y CIS). Mientras que la SOCS1 puede ser la tipica
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proteina SOCS, fue precedida histéricamente por CIS (proteina inducible
por citocinas que contiene SH2). CIS fue descubierto como un gen
inducible por la IL-3 y se sugirié que inhibia la sefial compitiendo por los
sitios de union en STATS con IL-3, EPO, prolactina, etc. (Matsumoto y
cols, 1997; Croker y cols, 2008).

Las proteinas SOCS han sido implicadas en la regulacion de més
de 30 citocinas, incluyendo la IL-6, el factor inhibidor de leucemia (LIF),
la leptina, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), la

IL-10, la hormona del crecimiento y el IFN-B/y.

La mayoria de los estudios relativos al mecanismo de accién de
estas proteinas se centran en SOCS1 y SOCS3. Ambas proteinas bloguean
la sefial mediante inhibicion directa de la actividad enzimatica JAK.
Varios estudios hacen referencia a la interaccion de SOCSL1 en residuos de
fosfotirosina de la JAK quinasa, pero a su vez también puede interactuar
directamente sobre los residuos fosfotirosina del receptor del IFN (Krebs y
Hilton, 2000; Kile y Alexander, 2001; Cooney, 2002; Croker y cols, 2008)

2.1.5.9.- Importancia de la apoptosis

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular descrito por
primera vez en Grecia para indicar un deterioro en la funcion celular. En el
higado este fendmeno fue descrito por Kerr durante un estudio en el cual
relato la atrofia del 6rgano después de la ligadura de la vena porta (Kerr,
1971). También conocida como muerte celular programada, a pesar de que
algunos autores argumentan que no es un sinébnimo apropiado (Sloviter,

2002), se caracteriza por grandes cambios morfoldgicos en la célula y
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predominantemente en el nucleo. Es un mecanismo esencial para el
correcto funcionamiento de los organismos multicelulares jugando un
papel fundamental en una gran variedad de acontecimientos bioldgicos
entre los que se incluyen la morfogénesis, procesos de recambio celular y
la eliminacién de células dafiadas, infectadas por virus o envejecidas
(Reed, 2001; Hashemi y Kroczak, 2005). Sin embargo, la apoptosis
también se ve involucrada en una gran variedad de patologias como en
dafios neuroldgicos agudos, procesos neurodegenerativos, enfermedades
cardiovasculares, inmunoldgicas y en el cancer (Antonsson y Martinou,
2000).

A pesar de que la apoptosis y la necrosis se consideran entidades
totalmente distintas, un nuevo punto de vista considera que la apoptosis y
la necrosis son con frecuencia consecuencia de los mismos factores
desencadenantes y de las mismas vias de sefializacion (Malhi y cols.,
2006).

El higado esta continuamente expuesto a una gran cantidad de
sustancias nocivas entre las que podemos incluir toxinas, células tumorales
y patégenos como los virus. El proceso de apoptosis contribuye a la
prevencion de la replicacion, diseminaciéon y persistencia de los virus
(Ghavami y cols., 2005; Fischer y cols., 2007).

En el proceso de apoptosis se aprecian cambios morfoldgicos y
bioguimicos caracteristicos pero, sin duda, una de las caracteristicas mas
destacadas es la ausencia de respuesta inflamatoria. Sin embargo, la
apoptosis hepatocelular en condiciones patoldgicas puede causar una

reaccion inflamatoria como consecuencia de un infiltrado de neutréfilos
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resultado de la activacion de células estrelladas y de la fibrosis hepatica
(Canbay y cols., 2004).

Desde el punto de vista morfologico se observan los siguientes
cambios seriados y estereotipados (Patel y Gores, 1995; Kroemer y cols.,
2008) (Figura 6).

o Contraccion de la célula y disminucién del volumen
citoplasmatico.

o Pérdida de contacto entre células proximas.

o Aparicion del denominado “blebbing” en la membrana

celular (protuberancias o “burbujas” en la superficie

celular).
o Dilatacion del reticulo endoplasmico.
o Condensacion de la cromatina.
o Fragmentacion de la célula en mdltiples vesiculas rodeadas

de membrana celular, conteniendo componentes

citoplasmaticos y nucleares (“cuerpos apoptoticos”).
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Figura 6.- Diferencias entre la muerte celular por apoptosis y por necrosis
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El ADN de una célula apoptética se encuentra a menudo
fragmentado en unidades oligonucleosomales denominadas “laddering” de

aproximadamente 180 a 200 pares de bases (pb) (Earnshaw, 1995).

Los cambios bioquimicos son méas precoces y no completamente
conocidos. El primer cambio detectado es una modificacion en el
potencial transmembrana mitocondrial que origina traslocacion y
liberacion del citocromo ¢ (Cit-c) al citoplasma celular; también se
produce una redistribucion de los lipidos de la membrana asi como la

activacion de proteasas intracelulares (caspasas).

Las caspasas son un grupo de proteinas perteneciente al grupo de
las cistein-proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de cisteina
que regula la ruptura de otras proteinas. En los mamiferos se conocen mas
de 14 caspasas de las cuales no todas intervienen en procesos de muerte
celular; de hecho, algunas de ellas intervienen en los procesos
inflamatorios. La primera proteasa encontrada en mamiferos se denomino
ICE (interleukin-1B-converting enzime) o caspasa-1 (cisteina-aspartasa-1)
(Alnemri y cols., 1996) y es uno de los pocos miembros de la familia al
que no se le ha podido relacionar directamente con el proceso de la

apoptosis, sino mas bien con el de la inflamacion.
Las caspasas pueden ser incluidas en dos categorias:

o Caspasas iniciadoras: caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 y 14 que
son activadas por oligomerizacion y se caracterizan por
poseer un pro-dominio largo y estar involucradas en

funciones de regulacion de la activacion de la cascada.
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. Caspasas ejecutoras: caspasas 3, 6 y 7 que son activadas por
otras proteasas entre las que se incluyen las caspasas
iniciadoras y que se caracterizan por poseer un pro-dominio
corto y actuar al final de la cascada sobre los componentes

celulares proteolizandolos.

El proceso de apoptosis puede ser iniciado por dos vias de

activacion (Figura 7):

Via extrinseca. Esta via se inicia por la implicacion de alguno de
los numerosos receptores de muerte situados en la superficie celular
cuando sobre ellos actla el correspondiente receptor. La gran mayoria de
los receptores de muerte involucrados en esta via pertenecen a la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) que
contiene un dominio citoplasmatico implicado en las interacciones
proteina-proteina que se denomina el dominio de muerte (DD) (Locksley y
cols., 2001; Sukits y cols.,, 2001). Los receptores de muerte mejor
conocidos son el receptor de TNF de tipo 1 (TNFR1) y la proteina Fas,
muy relacionada con TNFR. Es una via muy rapida y de escasa
sofisticacion basada en el reclutamiento de moléculas adaptadoras a través
de sus DD, cuya Unica funcién es aproximar y activar a una caspasa
iniciadora, la caspasa 8 o la caspasa 10 (Chinnaiyan y cols., 1995; Lavrik
y cols., 2005), que a su vez activan por proteolisis a las caspasas
ejecutoras o efectoras, tales como las caspasas-3 y 7. Esta via de apoptosis
puede inhibirse por una proteina denominada FLIP que se une a la
procaspasa-8. Algunos virus y células producen FLIP y utilizan este
inhibidor para proteger a la células infectadas y normales de la apoptosis
(Moumen y cols., 2007; McCormick, 2008).
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Via intrinseca. En ella la mitocondria juega un papel clave
experimentando los principales cambios que se producen durante la
apoptosis. Los mecanismos por los que la mitocondria permite la salida de
factores proapoptdticos aun no estan aclarados. Uno de los mecanismos
que permiten la activacion de esta via mitocondrial es el aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa lo que provoca la
apertura de poros, denominados poros mitocondriales de permeabilidad
transitoria, que permiten la liberacion de factores proapoptoticos
localizados en el espacio intermembrana al citosol. Entre estos factores
podemos destacar el Cit-c o el factor inductor de apoptosis (AIF) (Kluck y
cols., 1997; Susin y cols., 1999).

Un segundo mecanismo es la generacion de un cambio en el
potencial transmembrana de la membrana mitocondrial interna lo que
permite la apertura de canales en la membrana mitocondrial externa
permitiendo la salida de proteinas localizadas en el espacio intermembrana
(Green y Reed, 1998; Lartigue y cols., 2008). La liberacion de estos
factores al citoplasma estd a su vez regulada por la familia de proteinas
Bcl-2 (Green y Reed, 1998; Korsmeyer, 1999; Willis y cols., 2003;
Landshamer y cols., 2008). La liberacion del Cit-c al citosol conduce a la
formacion de una estructura heptamérica denominada apoptosoma. Se
trata de un complejo de alto peso molecular formado por el Cit-c, la
proteina adaptadora (Apaf-1) y dATP. Apaf-1 se oligomeriza lo que
provoca un reclutamiento simultaneo de la procaspasa 9 que permite su
activacioén (Zou y cols., 1999; Bao y Shi, 2007).
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Figura 7.- Vias de la apoptosis

2.1.6.- Diagnostico

La EH junto a la aparicion de una coagulopatia en el contexto de
una enfermedad hepatica aguda, definen la presencia de una insuficiencia
hepatocitica aguda. Dicho de otra forma, el diagnostico del FHF se basa en
la presencia de 2 6 3 aspectos clinicos: ictericia y encefalopatia, junto con
algunos datos bioquimicos: aumento de la BR total a expensas de la
directa, prolongacion del TP (<50%) y disminucién del nivel plasmatico
del factor V. En general, la prolongacion del TP por debajo del 50%
precede en horas o semanas a la aparicion de encefalopatia clinicamente
evidente (Caraceni y VanThiel, 1995; Mas y Rodes, 1997).
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En muchos casos este sindrome clinico se asocia con edema
cerebral, alteracion de la funcion renal y disfuncion organica multiple. Se
pueden distinguir diferentes patrones de presentacion vinculados a la
etiologia del FHF; por ejemplo, el FHF por sobredosis de paracetamol se
presenta generalmente con encefalopatia y coagulopatia graves que puede
progresar rapidamente al edema cerebral con poca o escasa ictericia; en
cambio, en los pacientes con FHF por hepatitis virica, a menudo se
presenta con intensa ictericia pero con menos probabilidad de desarrollar
edema cerebral (Lee, 1993).

2.1.7.- Clasificacion

Desde que en 1970 Trey y Davidson propusieran una definicion
para el FHF, algunos autores han aportado distintas clasificaciones con el
objetivo de establecer un prondstico y una accion terapéutica en cada caso
basdndose fundamentalmente en la duracion del periodo de tiempo
transcurrido entre el inicio de los sintomas clinicos o la aparicion de
ictericia y el desarrollo de encefalopatia. Asi en el King’s College Hospital
de Londres, O’Grady y Williams en base al analisis de 635 pacientes
comprendidos entre 1972 y 1985 proponen tres categorias (O Grady y
cols., 1993):

1.- Fallo hepatico hiperagudo: cuando la encefalopatia se produce

dentro de los primeros 7 dias desde la aparicién de la ictericia.

2.- Fallo hepatico agudo: cuando el intervalo entre la ictericia y la

encefalopatia se encuentra entre los 8 y los 28 dias.
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3.- Fallo hepético subagudo: cuando la encefalopatia se produce
entre las 5y las 12 semanas de la aparicion de la ictericia.

Si bien el primer y segundo grupo tienen alta incidencia de edema
cerebral (69 y 56%, respectivamente), el segundo grupo tiene un
desfavorable prondstico sin trasplante hepético (7% de supervivencia) a
diferencia del primer grupo (36% de supervivencia) en donde el
tratamiento médico adquiere mayor importancia. El tercer grupo tiene baja
incidencia de edema cerebral (14%), aunque el prondstico con tratamiento

médico es también desfavorable (14% de supervivencia).

Por otra parte, en el Hospital Beaujou de Paris, Bernuau y Durand

clasificaron el FHF en dos grupos (Bernuau y Durand, 1997):

.- Fallo hepatico fulminante: cuando la encefalopatia se desarrolla

dentro de las 2 semanas desde la aparicién de la ictericia.

2.- Fallo hepético subfulminante: cuando el intervalo entre la

ictericia y la encefalopatia se sitGa entre las 2 y 12 semanas.

Las manifestaciones de hipertension portal, incluyendo ascitis y
hemorragia digestiva por vérices esofagicas son mas comunes en el
sindrome de fallo hepéatico subfulminante. El espectro de las alteraciones
neuroldgicas también difieren: en el fallo hepéatico subfulminante la
encefalopatia puede no producirse hasta muy avanzada la enfermedad, en
cambio en el FHF el grado de EH y su duracion son importantes
predictores prondsticos. Aunque el edema cerebral y la herniacion cerebral
son la mayor causa de muerte en el FHF, con una incidencia superior al
50%, es infrecuente en los fallos hepaticos subfulminantes y las

hepatopatias crénicas, en las que se vale de mecanismos compensadores
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que previenen el desarrollo de herniacidn cerebral mediante la inhibicion
de los factores que inician el edema vasogénico y citotoxico (Lee y
Williams, 1996; Assy y Minuk, 1997).

2.1.8.- Tratamiento

El manejo de los pacientes con FHF debe comenzar tan pronto
como sea posible y la remision del paciente a las unidades especializadas
es fundamental (Bernuau, 2004). El tratamiento curativo de los pacientes
con FHF depende del tratamiento médico y del trasplante de higado (TH).
Son fundamentales tres aspectos: a) la recuperacion espontanea sin
secuelas es posible en algunos pacientes, b) la terapéutica inapropiada, en
especial con los farmacos, puede agravar inesperadamente el estado del
enfermo y c) el TH es un tratamiento eficaz (Bernuau y cols., 1986).

El tratamiento médico va dirigido a proporcionar a estos pacientes
medidas de apoyo, sin que se produzca deterioro yatrogénico alguno, hasta
que se recuperen de manera espontanea o se proceda al TH. A la hora de
considerar el tratamiento médico se debe tener en cuenta tres maximas
fundamentales: 1) la regeneracion hepdtica es el objetivo fundamental y
debe intentarse por todos los medios, 2) hay que seguir exhaustivamente el
curso de la enfermedad y repetir periddicamente valoraciones pronosticas
y 3) el metabolismo de los farmacos esta profundamente alterado, por lo
que se deben extremar los cuidados a la hora de prescribirlos (Tygstrup y
Ranek, 1981). El tratamiento de este sindrome no puede depender de la
atencion primaria, urgencias, emergencias, sala de hospitalizacion o sala

de cuidados intermedios. Es necesaria la atencién de estos enfermos de
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entrada en una Unidad de Cuidados Intensivos, tanto mejor cuanta méas
experiencia tenga con pacientes de este tipo, y con habilidad para el
tratamiento del fallo multiorganico, ya que cuanta mayor sea la
experiencia, sera factible mayor fidelidad en la valoracion prondstica
(Tygstrup y Ranek, 1986).

El tratamiento médico consta de un apoyo nutricional adecuado
con dextrosa hiperténica y un preparado multivitaminico del grupo B,
ademas de potasio, fésforo y magnesio. La ingesta diaria de agua y sodio
se ajustard de acuerdo con las disfunciones neurolégicas, hemodinamicas
y renales (Gecelter y Comer, 1995; Chanda y Mehendale, 1996).

Por otra parte, un aspecto crucial en el tratamiento de FHF lo
constituye el manejo de la insuficiencia renal. La oliguria hace necesario,
en un principio, proceder al relleno vascular mediante solucion de
albimina humana. Posteriormente puede ser un factor importante que
contribuya a elevar la presion intracraneal. La dialisis no es por si misma
un tratamiento eficaz porque puede eliminar factores plasmaticos solubles

que intervendrian en la regeneracion hepéatica (Mas y Rodes, 1997).

La encefalopatia y el edema cerebral son las causas més frecuentes
de muerte en estos pacientes debido al enclavamiento cerebral producido
por el aumento de la PIC. En este sentido, los trastornos metabdlicos que
son potencialmente perjudiciales para la funcion cerebral, como la
hipoxemia, hipoglucemia, hiponatremia, hipofosfatemia y acidosis
metabolica, deben prevenirse y corregirse (Jalan, 2005).

El manejo de los trastornos metabolicos obliga a monitorizar

cuidadosamente las cifras de glucemia para detectar y corregir las
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hipoglucemias, que son asintométicas la mayoria de las veces. Hay
también que corregir la hipofosfatemia. Si existe acidosis metabdlica hay
que diagnosticar y tratar los factores desencadenantes y perfundir
bicarbonato sddico o recurrir incluso a hemodialisis (Lee y Williams,
1996).

Debido a que los trastornos de la coagulacién constituyen el
elemento prondstico mas valioso en la insuficiencia hepética, no deben ser
corregidos si no hay hemorragias. La trombopenia obliga algunas veces a
transfundir plaquetas junto con pequefias cantidades de heparina para
impedir que aumente la CID. Se ha recomendado prevenir las hemorragias
gastrointestinales con antisecretores tipo antagonistas H2, aunque el
sucralfato es tan eficaz como los antagonistas H2 en cuanto a prevenir

hemorragias digestivas relacionadas con el estrés (Lee y Williams, 1996).

Las infecciones y la sepsis son otra causa importante de muerte.
Recientemente se han asociado valores bajos de fibronectina en plasma
con una mayor mortalidad del FHF al relacionarse directamente con una
mayor incidencia de infecciones llegando incluso a suponer un 75% de las
muertes si no se trata correctamente. La bacteriemia y las infecciones
bacterianas parenquimatosas deben tratarse con los antibiéticos adecuados.
Los aminoglucdsidos estan contraindicados a causa de que su
nefrotoxicidad aumenta por la insuficiencia hepatica. Las infecciones
micoticas, requieren tratamiento antifungico en los pacientes con cultivos
positivos procedentes de lugares significativos (Rolando y cols., 1993;
Rolando y cols., 2000).

La regeneracidn hepatica es una respuesta fundamental del higado

ante el dafo tisular. Se considera que el indice de regeneracion hepatica
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puede ser fundamental en el prénostico de estos pacientes (Doria y cols.,
2007). Se ha observado que, tras el tratamiento con el factor de
crecimiento TGF-B en un modelo de FHF en ratas provocado por
tetracloruro de carbono, aument6 la regeneracion de forma clara
(Armendariz-Borunda y cols. 1993). EI agente antimicrobiano
ciprofloxacino también aumenta significativamente la actividad de

regeneracion hepética en un modelo de FHF en rata (Kaita y cols., 1998).

En la regeneracion hepatica estdn implicadas una compleja red de
citocinas y factores de crecimiento que actlan de una manera ordenada, la
anfiregulina, un factor de crecimiento, se ha observado que contribuye a la
regeneracion hepatica en sus fases mas tempranas tanto en cultivos
celulares como en estudios in vivo pudiendo tener aplicaciones
terapedticas en la fabricacion de medicamentos para el dafio hepatico
agudo (Berasain y cols., 2005). Recientemente se ha observado que la
proteina caveolina-1 es esencial para la regeneracion hepética ya que esta
implicada en la acumulacion y regulacion del metabolismo de los
triglicéridos (Fernandez y cols., 2006; Frank y Lisanti, 2007). Si bien en
cultivos celulares también se han demostrado estos efectos, para algunos
autores las aplicaciones de la caveolina-1 en el proceso de regeneracion
hepatica son minimas (Mayoral y cols., 2007). Del mismo modo, se ha
descrito el papel de la cardiotrofina-1, una citocina perteneciente a la
familia de la IL-6, como un factor de supervivencia de hepatocitos que
reduce de forma eficiente el dafio hepatocelular en modelos animales de

fallo hepatico fulminante (Bustos y cols., 2003; Marques y cols., 2007).

El TH constituye hoy en dia el Gnico tratamiento curativo del FHF
(Oertel y Shafritz, 2008). Suele realizarse el trasplante hepatico ortot6pico

(THO) v, debido a las condiciones de emergencia, pueden usarse injertos



REVISION BIBLIOGRAFICA

incompatibles desde el punto de vista del sistema ABO. Solo se han
descrito algunos casos de trasplante de higado heterotdpico. Més del 12%
de los trasplantes que se realizan son debidos a un FHF; los rangos de
supervivencia de estos pacientes son de un 75-90% (O’Grady, 2005). El
principal requisito previo para el TH en los pacientes afectos de FHF es
llegar a un pronostico individual exacto, con el fin de trasplantar
precozmente a los pacientes que, en otro caso, fallecerian y, por el
contrario, no realizar el trasplante en aquellos otros que vayan a sobrevivir
espontdneamente. Esta decision tienen que tomarla hepatélogos con
experiencia en pacientes afectados de FHF. A pesar de los excelentes
resultados obtenidos con el TH en el FHF, es preciso tener precaucion por
dos motivos esenciales. En primer lugar, se han apreciado casos de
recuperacion espontanea en pacientes comatosos en los que se habia
decidido el TH. Estas recuperaciones inesperadas hacen imposible
asegurar que algunos pacientes podrian haber evitado el trasplante. En
segundo lugar, se desconoce todavia el prondstico a largo plazo de la
inmunosupresion continuada, asi como el riesgo real de linfomas o
neoplasias al cabo de 20 o méas afios en estos sujetos trasplantados.
Probablemente, los criterios que mas se adeclan a la seleccion de
pacientes en nuestro medio, son los utilizados por el King's College
Hospital (O"Grady y Williams, 1989).

Debido a la cada vez mayor demanda de 6rganos para el trasplante
y la escasez de éstos, se han desarrollado técnicas para mejorar la
utilizacion de estos érganos y para emplear un mismo 6rgano entre dos
receptores. Asi, se han mejorado las técnicas de trasplante hepatico
auxiliar, de higado dividido y trasplante hepatico de donante vivo
relacionado. El trasplante hepéatico auxiliar consiste en que el I6bulo
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hepético derecho o izquierdo del higado del donante se trasplanta mientras
que el higado nativo se mantiene en su lugar. Cuando este higado se
recupera del dafio y se ha regenerado completamente, el injerto puede
extraerse 0 se puede cesar el tratamiento inmunosupresor. De esta forma,
se evita la inmunosupresion durante toda la vida y la potencial toxicidad
medicamentosa. El trasplante de higado dividido consiste en que un
higado puede ser utilizado por dos receptores, generalmente adulto y nifio.
El procedimiento requiere dividir el higado en sus lobulos derecho e
izquierdo. El trasplante hepéatico de donante vivo relacionado consiste en
que uno de los padres cede al nifio el 16bulo izquierdo o el segmento
lateral izquierdo de su higado. Este método permite que el trasplante sea
rapido y el 6rgano de gran calidad (Metselaar y cols., 1990; McCarthy y
Wilkinson, 1999; Belghiti y cols., 2004; O’Grady, 2007).

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de técnicas y
tratamientos tales como los sistemas artificiales de apoyo hepético, asi
como el trasplante de hepatocitos que es menos invasivo y puede
efectuarse repetidas veces siendo una alternativa al trasplante total del
érgano (Bilir y cols., 2000; Strom y Fisher, 2003; Nussler y cols., 2006;
Ito y cols., 2008). En numerosos estudios previos los hepatocitos aislados
de higados de cadaveres fueron infundidos a pacientes afectados de FHF a
la arteria esplénica o a la vena porta mejorando tanto los niveles de

amonio como el TP (Strom y cols., 1997; Bilir y cols., 2000).

Los sistemas de apoyo hepatico se pueden clasificar segin su
forma de actuar en dispositivos fisico-quimicos, biolégicos y mixtos. Los
fisico-quimicos consisten en sistemas de hemoperfusién con laminas de
carbon activado cubierto de albumina al cual se le han agregado resinas

sintéticas neutras o de intercambio aniénico junto con geles de agarosa.
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También se han desarrollado membranas de hemodialisis modificadas con
mayor permeabilidad. Los bioldgicos consisten en plasmaféresis de alto
volumen o dispositivos conteniendo hepatocitos aislados o componentes
hepaticos. Existen dos sistemas de soporte hepatico extracorpdreo mixto
donde se utiliza tejido biolégico combinado con materiales no bioldgicos:
el "HepatAssist TM 2000" y el "Extrahepatic Liver-Assist Device", el
primero utiliza hepatocitos de porcino y el segundo una linea celular
derivada de hepatoblastoma humano. Ambos sistemas han demostrado
mejorar los parametros clinicos y podrian ser utilizados como puente para
el trasplante, pero ain son necesarios mas estudios (Kjaergard y cols.,
2003; Gerlach y cols., 2008; Stadlbauer y cols., 2008).

2.2.- Modelos animales de fallo hepatico fulminante

Existen pocas condiciones en medicina que sean mas graves y
desalentadoras que el FHF. Tanto el conocimiento como el tratamiento de
este sindrome han estado limitados por la falta de modelos animales
satisfactorios. Asi han sido muchos los intentos de desarrollar un modelo
adecuado y reproducible utilizando una gran variedad de especies y de
modalidades, desde los modelos inducidos por manipulacion quirdrgica,
entre los que se incluyen la isquemia hepaética, la hepatectomia completa y
la utilizacion de sustancias hepatotoxicas tales como el acetaminofeno,
azoximetano, concanavalina A, sulfoximina butionina, galactosamina y
anatoxina-endotoxina, entre otras. Sin embargo, hasta el momento actual
no se ha descrito un modelo sencillo que refleje de modo iddneo el patron
de la enfermedad humana de FHF y los que se utilizan presentan

limitaciones importantes (Tufion y cols., 2007).
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El modelo ideal deberia presentar criterios clinicos y bioquimicos
bien definidos que, como los criterios prondsticos del King Collage para el
FHF (O’Grady y Williams, 1989) sean capaces de lograr una estimacion
acertada de prognosis. Sin embargo, hasta la fecha ninguno de los modelos
desarrollados cumple estas premisas. Ademds los criterios clinicos y
bioquimicos utilizados para indicar la existencia del FHF y las dificultades
que supone la investigacion en pacientes, hacen que los modelos animales

tengan un papel fundamental en los estudios futuros.

Un modelo ideal de FHF, segun criterios ampliamente reconocidos
por la comunidad cientifica, deberia cumplir una serie de requerimientos
entre los que se incluyen: que el modelo pueda ser reversible en el sentido
de que algunos animales puedan sobrevivir al proceso si se utiliza un
tratamiento adecuado; los resultados obtenidos deben ser reproducibles,
esto es, conducir a la muerte en un periodo de tiempo determinado y que
la extension del dafio hepatico pueda ser medible y estandarizable.
Ademas la muerte debe producirse por FH, es decir, los acontecimientos
producidos tras el dafio tienen que reflejar el patrén clinico tipico del
hombre y la muerte debe ser el resultado directo del dafio producido al
higado; por consiguiente, los animales no tratados deberian morir con
signos de fallo hepéatico progresivo en un periodo de tiempo conocido.
Ademas, el animal debe ser de un tamafio suficiente como para permitir
una adecuada toma seriada de muestras sanguineas y de diversos tejidos
mientras se llevan a cabo los tratamientos adecuados. Y finalmente todos
los métodos utilizados deben presentar el menos riesgo para las personas

involucradas en los estudios (Terblanche y Hickman, 1991).
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2.2.1.- Modelos quirargicos

Los modelos quirargicos de FHF pueden ser clasificados en tres
categorias: la hepatectomia (total o parcial), la desvascularizacién (total o

parcial) y aquellos que resultan de la combinacion de los dos anteriores.

2.2.1.1.- Hepatectomia total y parcial

Los modelos quirdrgicos de eliminacion total y/o parcial del
higado se han desarrollado con éxito en diversas especies animales
después del primer intento realizado en perros por Mann en 1921 (Mann,
1921). En cerdos se describié un modelo potencialmente reversible, que
combina la hepatectomia parcial (70%) con la derivacion portocava y
produce la muerte por FHF después de un periodo de tiempo
suficientemente largo como para permitir estudios sobre soportes
hepéticos; el animal es de tamafio adecuado y la técnica no presenta

peligro (Fukueda y cols., 2006; Tufién y cols., 2007).

Se ha podido establecer en ratas que una reseccion del 95% del
higado es un buen modelo de FHF mientras que en ratones una
hepatectomia de menos del 90% es el limite de seguridad como modelo de
estudio de regeneracion hepatica ya que por encima de dicho valor se

encuentra en un nivel de fallo hepatico mortal.

Se ha podido demostrar en ratas sometidas a diversos grados de
hepatectomia parcial, mediante el analisis de ADN, que el FHF inducido
es consecuencia tanto del incremento de la apoptosis como de la

disminucion de la regeneracién hepatica.
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La hepatectomia total del higado presenta los inconvenientes de la
ausencia de productos derivados de la necrosis hepatica y transmisores de
sefiales fundamentales en el mecanismo patogénico del fallo hepético. Por
otro lado, sus ventajas se limitan a la reproductibilidad y a su utilidad para
el estudio de diversos soportes artificiales in vivo en ausencia de los
productos toxicos eliminados o producidos por el higado dafiado. A pesar
de los inconvenientes resefiados la hepatectomia se ha utilizado en ratas
para estudios de regeneracion hepéatica y en cerdos como modelo
reproducible para comprobar la eficacia y funcion de diversos sistemas
temporales de soportes hepéaticos (Tufién y cols., 2007).

2.2.1.2.- Desvascularizacion

La desvascularizacion completa del higado se ha utilizado con
éxito para inducir un fallo hepético reproducible en cerdos que pueda ser
utilizable para el estudio de diversos sistemas de soportes hepaticos
artificiales y/o bioartificiales o para la constatacion del efecto de

sustancias antioxidantes tales como la N-acetilcisteina.

Para comprobar la eficacia de diversos sistemas de soporte tanto
artificiales como bioartificiales se utilizan con frecuencia animales como
el cerdo al que se le induce un FH mediante la isquemia del 6rgano por
derivacion portocava y ligadura de la arteria hepatica o mediante

desvascularizacion total.

También se ha utilizado un modelo de FHF en perros mediante una
derivacion portocava combinada con la ligadura del conducto biliar para

comprobar un nuevo sistema de higado bioartificial mediante la
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inoculacién de hepatocitos porcinos en biorreactores. Recientemente, se ha
desarrollado un modelo porcino en el que se combina una reseccion del

75-80% del higado después de un periodo de isquemia.

En estudios realizados sobre los dos tipos de modelos quirurgicos
de FHF, se puso de manifiesto que la desvascularizacion parece mas util
para estudiar el desarrollo y tratamiento del FHF causado por la isquemia
y sus efectos secundarios, mientras que la hepatectomia parcial parece
superior en la investigacion del estatus de la falta del higado y el
tratamiento del FHF mediante sistemas de soportes hepaticos
bioartificiales (Tufidn y cols., 2007).

2.2.2.- Modelos inducidos por sustancias quimicas

El uso de agentes quimicos tales como el acetaminofeno,
sulfoxinina butionina o galactosamina aunque en algunos casos pueden
reproducir un nimero de importantes caracteristicas clinicas tales como la
hipoglucemia, encefalopatia y aumento de enzimas hepaticas, requieren la
administracion  repetida, una monitorizacion estrecha de  sus
concentraciones 0 una terapia de soporte y existen un gran nimero de
factores que pueden causar variabilidad entre distintos experimentos.
Ademas, la constatacion de hipertension intracraneal, una de las
caracteristicas principales del FHF en el hombre, no siempre se produce y,
en otros casos, tampoco se ha demostrado el aumento de las toxinas
implicadas en la encefalopatia hepatica y el edema cerebral del FHF del

hombre. A pesar de ello el uso de sustancias quimicas hepatotdxicas se ha
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utilizado y se usa con frecuencia como modelo de FHF (Tufién y cols.,
2007).

El acetaminofeno (paracetamol) es un farmaco de uso comun y que
puede causar dafio hepatico. Recientes estudios proponen que la apoptosis
juega un papel clave en la induccién de fallo hepatico por acetaminofeno.
Sin embargo, los resultados de numerosos estudios en modelos animales
en los que se utiliza el acetaminofeno para inducir fallo hepatico agudo
reflejan resultados no muy homogéneos debido a la existencia de
importantes variaciones en el metabolismo hepatico de destoxificacion del
farmaco relacionadas con la especie y con la edad. Otros aspectos
importantes que no se han estandarizado en estos modelos y que conlleva
resultados diferentes son la dosis Optima del farmaco y la via de

administracion.

La D-galactosamina es una sustancia que es metabolizada por la
via de la galactosa en el higado, mediante la deplecion de diversos
intermediarios intracelulares de uridina, produce graves alteraciones en el
metabolismo del ARN de los hepatocitos y finalmente la necrosis hepatica
por lo que se ha utilizado para desarrollar modelos de FHF. Los resultados
obtenidos no son muy homogéneos, el intervalo entre el dafio infringido a
los animales y la muerte presenta muy poca uniformidad, es un producto
caro para emplearlo en grandes animales y finalmente carece de

inocuidad.

El uso de tetraclururo de carbono ha sido ampliamente utilizado
como inductor de dafio hepatico cronico, especialmente como modelo de

cirrosis hepatica primaria (Pavanato y cols., 2003). Ahora bien, como
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agente inductor de FHF su uso ha sido muy restringido por ser muy poco
reproducible y muy variable interespecificamente (Tufidn y cols., 2007).

2.2.3.- Modelos viricos

A pesar de que la hepatitis virica es una de las causas mas
importantes de FHF, el uso de agentes infecciosos para desarrollar
modelos animales de FHF ha sido en general muy desafortunado y
solamente ratones trasgénicos que sobreexpresan las proteinas del virus de
la hepatitis C (VHC) o ratones BALB/c infectados con el virus de la
hepatitis del raton tipo 3 (MHV-3) han ofrecido alguna luz sobre los
mecanismos del FHF inducido por virus. Sin embargo, estos modelos
murinos tienen limitaciones significativas en lo que hace referencia a la
ausencia de medidas de la presion intracraneal, la principal causa de
muerte en el FHF humano, o en los datos sobre las toxinas implicadas en
la encefalopatia hepatica y el edema cerebral ademas del pequefio tamafio
de los modelos que hacen imposible la prueba de nuevos sistemas de

soporte hepatico (Tufién y cols., 2007).

Nuestro grupo de investigacion ha descrito un nuevo modelo
animal de FHF producido por la infeccion experimental de conejos con el
virus de la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV) (Tufidn vy cols.,
2003). En este modelo se reproducen los parametros bioquimicos e
histoldgicos y los signos clinicos més representativos del FHF del hombre.
Se detecta un aumento significativo en las actividades plasmaticas de las
transaminasas, lactato deshidrogenasa y la concentracién de bilirrubina

(BR). Ademas, se produce un aumento en la concentracion plasmética de
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los aminoéacidos aromaticos con una disminucion significativa del indice
de Fischer e hipoglucemia, al igual que en el FHF del hombre. Los
trastornos de la coagulacion observados en este modelo son la disminucion
de los factores V y VIl y la prolongacion del TP. En las Gltimas etapas de
la enfermedad los animales presentan signos neuroldgicos de encefalopatia
hepatica, coma y muerte cerebral. Asimismo, se indican incrementos
significativos en la expresion de la iNOS y del TNF-a al igual que se ha
descrito en pacientes con FHF (Muto y cols., 1988). El TNF-a es un
agente que puede conducir tanto a la proliferacion celular como la
apoptosis; su sobreexpresién se correlaciona tanto con el indice de
apoptosis en el FHF como con la regeneracion hepatica (Webber y cols.,
1998). Por tanto, el conjunto de analisis y observaciones recogidas en los
animales infectados por el virus de la RHD refuerza su posible utilizacion
para el estudio de la patogénesis y el tratamiento del FHF, puesto que
cumple la mayoria de los requisitos para ser considerado un buen modelo
de FHF (Belanger y Butterworth, 2005).

2.3.- La Enfermedad hemorragica del conejo como modelo

de fallo hepatico fulminante

La Enfermedad hemorrégica del conejo (RHD) es una enfermedad
aguda, contagiosa y mortal tanto para los conejos salvajes como
domeésticos europeos (Oryctolagus cuniculus), con una tasa de morbilidad

y mortalidad entre el 90 y 100% en conejos adultos.

La enfermedad fue descrita por primera vez en Jiangsu (China) en

1984 (Liu y cols., 1984), tras la introduccién de conejos de Angora
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procedentes de Alemania. En 9 meses, esta enfermedad mat6é 14 millones
de conejos domésticos en China. Actualmente se encuentra inscrita en la
lista de enfermedades de declaracion obligatoria de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) bajo la denominacion de “Enfermedad

hemorragica del conejo” (en inglés, “rabbit hemorrhagic disease” -RHD-).

2.3.1.- Etiologia

Después de afios de etiologia confusa, el virus responsable de la
RHD ha sido clasificado como un miembro del género Lagovirus, dentro
de la familia Caliciviridae (Parra y Prieto, 1990; Ohlinger y cols., 1991;
Green, y cols., 2000).

La Unica especie receptiva es el conejo, aunque estd emparentado
muy estrechamente con el virus del Sindrome de la liebre parda europea
(EBHS), que produce sintomas parecidos en la liebre (Fuchs vy
Weissenbock, 1992; Lavazza y cols., 1996). Se han identificado muchas
cepas gue parecen circular en las poblaciones de conejos salvajes, aunque
solo se conoce un serotipo con 2 subtipos principales: virus de la RHD y
virus de la RHD subtipo “a”.

Es un virus ARN monocatenario de polaridad positiva, sin
envuelta, con una capside icosaédrica de 40 nm compuesta principalmente
por una proteina estructural de 60 kDa (VP60) (Granzow y cols., 1996).
Es estable en el medio ambiente, donde se disemina facilmente. Se elimina
en heces y secreciones nasales de los conejos infectados. La infeccion se
puede producir tanto por via oral como respiratoria, mediante contacto

directo animal-animal o por medio del alimento, agua o vectores.
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Figura 8.- Genoma del virus de la Enfermedad hemorragica del conejo.

2.3.2.- Patogenia

Tras la infeccidn, el primer 6rgano en el que se detecta el virus es
el higado en el que origina una hepatitis primaria de naturaleza fulminante
caracterizada por necrosis focal. Asimismo, se produce dafio en el
endotelio vascular que origina la puesta en marcha de los mecanismos de
la coagulacién para su reparacion asi como de fibrindlisis, provocando el
desarrollo de una CID, lo que se plasma en la presencia de numerosos
trombos de fibrina en los vasos de pequefio calibre de muchos 6rganos,
entre otros, el higado, rifion, pulmon y cerebro. EI consumo de los factores
de la coagulacion junto con la reduccion del nimero de plaquetas y la
prolongacion de los tiempos de trombina y protrombina conduce a una
peor coagulacion y a la presencia de hemorragias en diferentes érganos.
La CID puede ser responsable de la muerte repentina de algunos animales
y juega un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad; si bien
la grave necrosis hepatica seria el factor determinante de la aparicion de la
CID al inducir una condicion de hipercoagulabilidad en la circulacion

sistémica (Ueda y cols., 1992; Sanchez-Campos y cols., 2004).

El sindrome hemorragico que se observa en los conejos (Duff y
cols., 1994) es secundario a la gran disminucién en la sintesis de los

factores de la coagulacién en su forma inactiva como consecuencia de la
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grave afectacion hepatica. Este hecho es caracteristico de ciertas formas de
hepatitis (“hepatitis fulminantes”) humanas (hepatitis A, B y E). De hecho,
tanto en la RHD como en el hombre con hepatitis E se presenta con
frecuencia una CID que se ha atribuido a la intervencion secundaria de
endotoxinas bacterianas, después de la afectacion virica de los hepatocitos
(Purcell 'y Ticehurst, 1988). Entre las lesiones mas caracteristicas se
observa una necrosis con acumulacién de pigmentos y de hemosiderina en
las células de Kupffer, lesiones que son comparables a las observadas en

las hepatitis A, B 'y E en el hombre (Carman y cols., 1998).

En infecciones experimentales, el virus estd presente en los
hepatocitos desde periodos postinfeccion muy tempranos; a las 12 horas
postinfeccion (hpi) se localiza en un 0,03% de los hepatocitos, a las 18 hpi
en un 3%, a las 24 hpi en mas del 25% y en el periodo transcurrido entre
las 36 y las 48 hpi se puede encontrar en mas del 50 6 60% (Prieto y cols.,
2000).

El cuadro clinico se corresponde con el de una encefalopatia
hepéatica como consecuencia de la afectacion del sistema nervioso central

por el fallo de la depuracion hepaética.

Se ha descrito que en esta patologia existe un proceso de muerte
celular programada, y que la apoptosis es una constante en los animales
infectados con el virus de la RHD (Jung y cols., 2000; San Miguel y cols.,
2006). El fenomeno afecta principalmente a los hepatocitos, pero también
presentan signos tipicos de apoptosis los macrofagos y las células
endoteliales (Alonso y cols., 1998). La apoptosis de los hepatocitos
produce una destruccidn parenquimatosa extensa gque causa una hepatitis

fulminante letal que es caracteristica de la RHD. Toda vez que las células
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apoptdticas son los lugares de una aumentada actividad procoagulante, la
apoptosis de estas poblaciones celulares podria constituir el primer paso en
la patogenia la CID y una via comun a otras enfermedades hemorragicas
viricas. Las células apoptoticas pueden encontrarse en diversos tejidos de
conejos infectados por el virus de la RHD desde las 40 hpi si bien se ve
incrementada a partir de las 70 hpi en conejos que mueren

espontaneamente (Alonso y cols., 1998).

2.3.3.- Cuadro Clinico

La enfermedad puede evolucionar de forma sobreaguda, aguda,
subaguda y cronica. La forma de presentacion mas frecuente es la aguda.
En un brote, entre un 5 y un 10% de los animales presentan formas

subagudas o crénicas.

El periodo de incubacién oscila entre las 24, hasta como maximo
las 72 horas, y la muerte puede presentarse en las 12-48 horas posteriores

a la repentina aparicion de varios signos clinicos.

La forma sobreaguda esta caracterizada por la muerte repentina de

los animales sin apenas signos previos.

La forma aguda esta caracterizada por signos clinicos compatibles
con los de una encefalopatia hepética. Se presentan signos generales como
anorexia, fiebre y signos de encefalopatia como apatia, insensibilidad al
medio circundante, postracion, decubito lateral, signos nerviosos
(convulsiones, contracciones, ataxia, paralisis posterior, pedaleo,

opistotonos), signos respiratorios (disnea, epistaxis 0 descarga muco-
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hemorragica nasal), signos oculares y hemorragias por aberturas
corporales, antes de la muerte. Los animales que se recuperan de la forma
aguda a veces muestran ictericia grave, sobreviniéndoles la muerte a las
pocas horas (Xu y Chen, 1989). En los estadios finales de la enfermedad
los animales aparecen con una gran postracion e insensibles a estimulos
externos. Dicha postracion se acompafia de episodios convulsivos, en los
que el animal, que normalmente se encuentra en esta fase en una reaccion
postural anormal, apoyado sobre un costado, es capaz de elevarse del
suelo de la jaula acompafiando en ocasiones dicho movimiento de un
fuerte chillido. También se observa en algunos animales ataxia y paralisis
del tercio posterior cuando se intenta colocarlos en una postura natural
(Arglello y cols., 1988). Todas estas manifestaciones clinicas indican la
existencia de una afectacion del sistema nervioso central. La muerte subita
se produce como consecuencia de un fallo multiple pluriorganico derivado
del edema y de la congestion pulmonar, necrosis adrenocortical,

desoérdenes circulatorios, renales y necrosis hepatica.

La forma subaguda se caracteriza por signos clinicos similares a
los de la forma aguda pero de naturaleza mas moderada y de mas largo

tiempo de evolucion.

Finalmente en la forma cronica los animales que sobreviven a la
enfermedad muestran hipertermia, depresion y anorexia transitoria y

seroconvierten entre los 4 y 6 dias postinfeccion.
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2.3.4.- Lesiones
2.3.4.1.- Macroscopicas

Las lesiones observadas en los animales son variables y pueden
ser, en ocasiones, no muy evidentes. La necrosis hepética, la
esplenomegalia, junto con una coagulopatia que origina la presencia de

hemorragias generalizadas, son las lesiones mas frecuentes.

Al realizar la necropsia, las lesiones mas destacables se presentan
en el higado, traguea, rifiones y pulmones, acompafiadas de claros signos
de retraso en la coagulacién sanguinea, asi como de la presencia de
abundantes hemorragias en forma de petequias y equimosis en la mayor
parte de los drganos. En un elevado nimero de casos se observa
esplenomegalia y tumefaccion y hemorragias en el timo; mientras que,
solo en algunos animales es detectable la presencia de ictericia. Cuando la
necropsia se realiza en hembras en gestacion muertas por la enfermedad es
frecuente la presencia de abundantes hemorragias en los fetos y en el

Utero.

Las lesiones més frecuentes se localizan en el higado que siempre
esta afectado. En las formas de presentacion aguda, el higado esta
hipertrofiado, friable y tiene una coloracion gris-amarillenta; mientras que,
en las formas sobreagudas el higado estd hipertrofiado, presenta una
superficie oscurecida y un dibujo lobulillar muy marcado (Marcato y cols.,
1991). Los pulmones presentan un aspecto claramente edematoso y
congestivo, salpicandose de un nimero variable de hemorragias en todos
sus lébulos, puntiformes en las formas sobreagudas y de tamafios variables

en las formas de presentacion aguda. La traguea muestra una mucosa muy
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congestiva y hemorragica, y con frecuencia esta repleta de un exudado

espumoso sanguinolento, como consecuencia del edema pulmonar.

2.3.4.2.- Microscopicas

El higado es el 6rgano mas afectado, mostrando en la mayor parte
de los casos evidentes signos de necrosis aguda multifocal y una répida
exudacion leucocitaria (hepatitis aguda necrética). La necrosis muestra
una condensacion acidofila  (degeneracion acidofila  subcuténea,
ocasionalmente con la formacion de cuerpos de Councilman) o lisis
citoplasmatica (Mikami y cols., 1999). Los focos necréticos en muchas
ocasiones pueden confluir y formar extensas areas de necrosis local,
principalmente en la periferia de los l6bulos. Dentro de los pequefios focos
necréticos se observan a menudo microtrombos intrasinusoidales. Otras
lesiones hepaéticas son las debidas a fendmenos de apoptosis, degeneracién
hidropica, rotura citoplasmatica, esteatosis microvascular, binucleacion,
megalocitosis de los hepatocitos y depdsito de pigmentos y/o depdsitos de
hierro. De forma mas infrecuente se observa una moderada fibrosis
periportal (Marcato y cols., 1988; 1991). Se constata asimismo, la
presencia de pequefios focos diseminados de hemorragias intralobulares.
En la trdquea y en los pulmones se observan lesiones edematosas y
congestivas asociadas a menudo a la presencia de hemorragias y
microtrombos en los capilares. En el resto de los 6rganos y tejidos es
frecuente observar fendmenos de cariorrexis del tejido linfoide (bazo,
timo, ganglios, placas de Peyer, etc.) y microtrombos, siendo estos Gltimos
muy frecuentes en los capilares de los glomérulos renales (Rosell y cols.,
2002).
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3.1. Aparatos

Los medios instrumentales utilizados en el presente estudio han

sido los siguientes:

o Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic.
o Balanzas de precision: Sartorius, modelo 135925.
Sartorius, modelo R200D.
. Barfios termostaticos: Selecta, modelo 135925.
Selecta, modelo CE95.
Selecta, modelo Unitronic 32.
o Centrifugas: Beckman, modelo XL-100K. Rotor 70:1 Ti.
Eppendorf, modelo 5451C.
Sorvall, modelo RC-5B.
. Cubeta electroforesis vertical: BioRad, MiniProtean 3 cell
o Desecador de geles: BioRad 583
o Espectrofluorimetro: Hitachi, modelo F-2500.
o Espectrofotémetro:  Hitachi, modelo U-2000.
Milton Roy, modelo Spectronic 2001.

o Escaner para diapositivas: Nikon LS-30®.

o Fuente de alimentacion: Bio-Rad modelo 200/2.

o Granatario: Sartorius, modelo 1216 MP.

o Homogeneizador: Polytron.

o Material quirargico: bisturis (hoja 24), pinzas, tijeras,

agujas, jeringuillas, canulas, guantes estériles, etc.
o Material de laboratorio de caracter general: pipetas y

micropipetas automaticas, agitadores de tubo, gradillas,
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frigorificos, arcones congeladores de -80°C, ordenadores,

etc.
o Microscopios opticos: Nikon OPTIPHOT-2.
Nikon Eclipse E 400®.
Nikon Provise AX 70®.
o Microtomo de rotacion: Leitz 1512.

o Pelicula para diapositivas: Ektachrome 100 ASA.
o pHmetros: Crison, modelo 2001.
Meteor, modelo 991 A.
o Sistema de transferencia de proteinas: BioRad,
Transblot SD

3.2.- Soluciones

Las principales soluciones y productos utilizados en la realizacion
de este estudio y que no se describen con detalle en los apartados

correspondientes, han sido los siguientes:

o Pentobarbital soédico (Sigma Chemical Co, San Louis,
USA) se disuelve en solucion salina hasta una

concentracion final de 5 mg/ml.
o Suero salino fisiologico (SSF): NaCl 154 mM.

o PBS: NaCl 0,14 M; KH,PO, 1,4 mM; NaHPO, 8 mM,;
KCL 2,7 mM.
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o Solucion de Alsever (Sigma Chemical Co, San Louis, USA):
NaCl (4,2 g/l), citrato de sodio (8 g/l), acido citrico (0,55 g/l),
D-glucosa (20,5 g/l).

3.3.- Animales

Se emplearon cuarenta y dos conejos machos de raza Nueva
Zelanda Blanca de 9-10 semanas de edad con un peso comprendido entre
los 2 y los 2,5 kg. Los animales se mantuvieron en jaulas individualizadas
con comida y agua “ad libitum” en una habitacion climatizada a 22°C con
un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Durante una semana se les mantuvo

en periodo de aclimatacion.

3.4.- Disefo experimental

3.4.1.- Obtencion del inoculo virico

El in6culo virico (cepa AST/89) para la infeccidén experimental se
prepar6 a partir de higados de animales recién muertos previamente
inoculados con el virus de la RHD. Los higados se homogeneizaron al
10% en PBS a pH 7,2 y se sometieron a dos centrifugaciones sucesivas
(500 xg durante 20 minutos y 6.000 xg durante 30 minutos). El
sobrenadante se filtr6 a través de un tamafo de poro de 0,2 um, y se

conservé en alicuotas a -80°C.
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3.4.2.- Titulacion del virus

Para titular el virus de la RHD empleamos la técnica de
hemoaglutinacién. Se dispensaron 50 ul de SSF en todos los pocillos y 50
ul del sobrenadante filtrado del homogeneizado de tejido hepético en el
primer pocillo. Posteriormente, se realizaron diluciones dobles seriadas en
placas de microtitulacion de fondo en “V” y se afiadieron 50 ul de una
disolucion de glébulos rojos en PBS al 0,5% en todos los pocillos. Se
utilizaron glébulos rojos humanos del tipo 0, que fueron recogidos frescos
en solucion de Alsever y se mantuvieron durante 8-10 horas. A
continuacion, se centrifugaron y lavaron con PBS. Tras una nueva
centrifugacion, los glébulos rojos se resuspendieron en PBS (0,5%). Las
placas se sellaron con pelicula plastica adhesiva para evitar la evaporacién
y se incubaron toda la noche a 4°C. La dilucién mas alta en la que se
observé hemoaglutinacion completa contiene una unidad hemoaglutinante

en el volumen del in6culo virico depositado (Figura 9).
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Figura 9.- Titulacion del virus de la RHD por la técnica de hemoaglutinacion
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3.4.3.- Inoculacién de los animales

El estudio se llevé a cabo sobre cuarenta y dos conejos. Tras un
periodo de siete dias de aclimatacion todos los animales fueron inoculados
por via intramuscular con 2 x 10* unidades hemoaglutinantes de la cepa
AST/89 del virus de la RHD en un volumen total de 300 pl de SSF.

Los conejos fueron sacrificados a las 12, 24, 36, y 48 hpi con una
inyeccion intravenosa de pentobarbital sédico. Como grupo control se
emplearon 6 animales, que recibieron 300 ul de SSF. De todos los

animales se extrajo sangre y tejido hepatico.

Los grupos experimentales utilizados en nuestro estudio fueron los

siguientes:
o Grupo control
o Grupo de animales infectados sacrificados a las 12 hpi
o Grupo de animales infectados sacrificados a las 24 hpi
o Grupo de animales infectados sacrificados a las 36 hpi
o Grupo de animales infectados sacrificados a las 48 hpi

3.4.4.- Recogida de muestras

La extraccion de sangre se realizo en la vena marginal de la oreja:

en los animales control inmediatamente antes del sacrificio, y en los
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animales infectados en el momento de la inoculacién (tiempo 0) y a las 12,
24, 36y 48 hpi.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos heparinizados, para
determinar los parametros bioquimicos. El plasma, resultante de la
centrifugacion durante 10 minutos a 2.500 xg a 4°C, se congel6 a -80°C
hasta la realizacion de los andlisis. Se realizd la necropsia y se extrajo el
higado de todos los animales de forma programada inmediatamente tras la
eutanasia. El higado se peso, troceo y lavé en SSF frio. Posteriormente, se
congel6 por inmersion en nitrégeno liquido y se conservo a -80°C hasta su
utilizacion para los estudios de biologia molecular.

3.5.- Métodos analiticos

3.5.1.- Determinaciones en plasma
3.5.1.1.- Actividad aspartato aminotransferasa (AST)

La actividad de la aspartato aminotransferasa (AST, ASAT, GOT,
glutamato oxalacetato, EC 2.6.1.1) se determin6 en plasma mediante una

prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania).

La AST cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y &cido alanin
sulfinico a piruvato y glutamato. En una segunda reaccion, el piruvato se
hidroliza bajo la accion de la piruvato oxidasa (POD) a acetilfosfato,
anhidrido carbénico y perdxido de hidroégeno (H.0,). En presencia de
POD, el H,0, oxida la forma reducida e incolora del indicador a la forma

azul.
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La determinacion se realiz6 mediante tiras reactivas especificas
para la enzima, en las que se depositaron 32 pl de la muestra. A través de
una medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrdn),

se obtuvo directamente la actividad enzimatica de la AST en U/I.

3.5.1.2.- Actividad alanino aminotransferasa (ALT)

La actividad de la alanina aminotransferasa (ALT, ALAT, GPT,
glutamato piruvato transaminasa, EC 2.6.1.2) se determinG en plasma
mediante una prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim,

Alemania).

La ALT cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y alanina a piruvato
y glutamato. En una segunda reaccion, el piruvato se hidroliza bajo la
accion de la POD a acetilfosfato, anhidrido carbdnico y perdxido de
hidrogeno (H20,). En presencia de POD, se oxida la forma reducida e

incolora del indicador a la forma azul.

La determinacion se realiz6 mediante tiras reactivas especificas
para la enzima, en las que se depositaron 32 pl de la muestra. A través de
una medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrén),

se obtuvo directamente la actividad enzimatica de la ALT en U/I.
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3.5.1.3.- Concentracion de bilirrubina total

La concentracion de BR total se determind en plasma. Se une en
presencia de cafeina con el acido sulfanilico diazotado para formar un

colorante azoico.

Se utiliz6 una longitud de onda de 578 nm con una cubeta de un
cm de paso de luz. La temperatura de incubacion fue de 20-25°C. Se midio

la extincion de la muestra frente al blanco.

3.5.2.- Determinaciones en sangre
3.5.2.1.- Concentracion de glucosa

Para determinar la concentracion de glucosa en sangre se utilizé un
dispositivo digital comercial (Glucocard Memory, Menarini Diagnostics)
mediante técnica electroquimica enzimatica glucosa oxidasa y toma de
muestra (2 pl) por capilaridad en tiras reactivas. Se obtuvo la

concentracion de glucosa en sangre en mg/dl.

3.5.3.- Determinaciones en higado
3.5.3.1.- Obtencion de homogeneizado total

Se homogeneizaron 0,2 g de higado en 1 ml de tampo6n Tris/HCI
(10 mM; pH 7,4) y un mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF,
aprotinina e inhibidor de tripsina) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany).
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El homogeneizado obtenido se paso a un eppendorf y se centrifugo
a 12.000 xg durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. El sobrenadante

se alicuotd en tubos eppendorf y se almaceno hasta su uso a -80°C.

3.5.3.2.- Obtencidn de la fraccion citosélica

Para la obtencion de la fraccion citosélica hepética, se procedio a la
homogeneizacién de 1 g de higado en 10 ml de tampon manitol, sacarosa,
EDTA (pH 7,4) con una mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF,
aprotinina e inhibidor de tripsina) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany).

El homogeneizado se centrifugd a 750 xg durante 15 minutos a
4°C. EIl sobrenadante se centrifugd de nuevo durante 15 minutos a 12.000
xg Y el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 100.000 xg durante 1
hora. El sobrenadante final se almacené a -80°C hasta su analisis.

3.5.3.3.- Obtencidn de la fraccion nuclear

Para la obtencion de la fraccion nuclear hepética se procedi6 a la
homogeinizacién de 100 ug de higado en 1,5 ml de tamp6n HEPES NaOH
(pH 7,9), MgCl,, KCI y 0,1% de Nonidet con una mezcla de inhibidores
de proteasas (PMSF, aprotinina e inhibidor de tripsina) (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Tras 30-60 minutos en hielo, se centrifugd a 1.000 xg durante 10

minutos a 4°C. Tras resuspender el pellet en 1,5 ml del mismo tampon sin
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Nonidet, se volvié a centrifugar durante 10 minutos a 1.000 xg.
Finalmente, el pellet se resuspendio en 50 pl de tampon HEPES NaOH
(pH 7,9), glicerol, MgCl,, NaCl, EDTA (pH 8), y tras 30 minutos en hielo
se centrifugo a 14.000 xg durante 30 minutos a 4°C para después recogerse
el ultimo sobrenadante, que se almaceno a -80°C hasta la realizacién de los

anélisis.

3.5.3.4.- Concentracion de proteina

Se empled una modificacion del método de Lowry y cols. (1951)
realizada por Markwell y cols. (1978) que se basa en la reduccion de la
proteina por el cobre en medio alcalino y la posterior reduccion del acido

fosfomolibdico fosfotingstico con la proteina tratada.

Los reactivos que se utilizaron para este método analitico fueron:

o Reactivo A: carbonato sodico (2%) hidréxido sodico
(0,4%) tartrato sédico (0,16%) y dodecil sulfato sédico
(1%)

o Reactivo B: sulfato de cobre (4%)

o Reactivo C: Folin Ciocalteu (50%)

La mezcla de incubacidn contenia en un volumen final de 2 ml los

siguientes reactivos:

. Muestra
o Agua destilada
o Reactivo D (100 ml de A + 1 ml de B)
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Tras incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadio
a la mezcla anterior el reactivo C vy, posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente durante 45 minutos en oscuridad. Transcurrido este
tiempo se procedio a leer espectrofotométricamente la absorbancia a una

longitud de onda de 650 nm.

Para calcular la concentracion de proteina presente en las muestras
se elabord una recta patron utilizando como soluciéon madre albdmina
bovina (fraccion V, Sigma). El rango de medidas fue de 0,0625 a 1 mg de
proteina por ml de agua destilada. La concentracién de proteina se expresé

en mg/ml.

3.5.3.5.- Western blot

La expresion de las proteinas Fas-L, IL-6, TNF-a, COX-2,
VCAM-1, MAPKs (p38, ERK y JNK), p65, p50, Akt, STATs (STATL,
STAT3, STAT4, STAT5 y STAT6) y SOCS3 se determind por western
blot (Laemmli, 1970).

Reactivos:

e Solucion de ebullicion: H,O; Tris/HCI 2 M; glicerol 60%;
SDS 10%; pirrolina 0,5%.

e  Tampon de electroforesis: Tris 25 mM,; glicina 0,2 M; SDS 3,5
mM; pH 8,8.

e Tampoén de transferencia; Tris 25 mM; glicina 0,2 M y
metanol 20%.
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e PBS: NaCl 0,14 M; KH,PO,4 1,4 mM; NaHPO, 8 mM; KCL
2,7 mM.

e PBS-Tween 0,05%.

e Solucion de bloqueo y de incubacion de anticuerpos: 1-5% de

leche en polvo desnatada en PBS-Tween.

a) Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se tomaron entre 25-100 ug de proteina a la que se le afiadio

solucién de ebullicion y se incubé durante 2 minutos a 100°C.

A continuacién, se realizO una electroforesis en gel de

poliacrilamida al 12% en tampdn de electroforesis.
Para la realizacion del gel se preparé la siguiente mezcla:

o 3 ml de mezcla acrilamida/bisacrilamida (Sigma, Chemical
Co. San Louis, USA).

o 4,75 ml del tampén Tris/HCI 0,75 M; pH 8,8.

. 0,5 ml de SDS al 2%.

o 0,43 ml de persulfato amdnico al 1%.

. 0,3 ml de TEMED al 1%.

° 1 ml de H,O milliQ.

b) Transferencia

Las proteinas ya separadas se deben transferir a una membrana de
PVDF (Fluoruro de polivinilideno, Millipore, Bedford, MA, USA) para
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permitir su exposicion a los anticuerpos. Para realizar la transferencia, se
utiliza un sistema semiseco a 13 V durante 20 minutos. Para comprobar
que la transferencia habia sido realizada con éxito se introdujo la
membrana de PVDF en una solucion de rojo Ponceau para visualizar las
proteinas totales. La membrana se lavd en agitacion con PBS.
Posteriormente, se sometio a la solucion de bloqueo durante 30 minutos a
37°C.

C) Incubacion con anticuerpo primario

La membrana se incub6 toda la noche con uno de los siguientes

anticuerpos especificos:

o Anti IL-6 (Abcam Plc., Cambridge)

o Anti TNF-a (Abcam Plc., Cambridge)

o Anti Fas-L (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

o Anti COX-2 (Abcam Plc., Cambridge)

o Anti VCAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

o Anti p38 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-p38 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti ERK 1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

o Anti Fosfo-ERK 1/2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
o Anti INK (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-JNK (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Akt (Abcam Plc., Cambridge)

o Anti Fosfo-Akt 1/2/3 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
o Anti p65 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

o Anti p50 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
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o Anti STAT1 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-STAT1 (Cell Signaling Technology, Inc.)
o Anti STAT3 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-STAT3 (Cell Signaling Technology, Inc.)
o Anti STAT4 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-STAT4 (Cell Signaling Technology, Inc.)
o Anti STAT5 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-STAT5 (Cell Signaling Technology, Inc.)
o Anti STATG6 (Cell Signaling Technology, Inc.)

o Anti Fosfo-STATG6 (Cell Signaling Technology, Inc.)
o Anti SOCS3 (Abcam Plc., Cambridge)

o Anti B-actina (Sigma, St Louis, MO, USA)

Transcurrido este periodo, se lavé cinco veces con PBS-Tween.
Posteriormente, se incubd con un anticuerpo antiglobulina de conejo,
raton, cabra o cerdo (segun el anticuerpo primario) unido a HRP (DAKO,
Glostrup, Dinamarca). Finalmente, se volvio a lavar cinco veces con PBS-

Tween.
d) Revelado

La deteccion de la proteina se realizd por quimioluminiscencia
utilizando ECL (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) exponiendo la
membrana durante 1 minuto a la mezcla reactiva comercial.
Posteriormente, se introdujo en un cassette junto con una pelicula
(Amersham Hyperfilm ECL, UK) durante aproximadamente 5 minutos.

Tras el revelado y secado de la pelicula se llevo a cabo la cuantificacion de
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las bandas por densitometria utilizando un software comercial (Scion
Image, Maryland, MA, USA).

3.5.3.6.- Ensayo de retardo de la movilidad electroforética
(EMSA)

La determinacion de los factores de transcripcion NF-xB y AP-1,
se realizé mediante la técnica EMSA (del inglés: “electrophoretic mobility

shift assay”).

Los extractos nucleares fueron obtenidos segin el método descrito
anteriormente. Se examinaron la activacion de los factores de

transcripcion NF-xB y AP-1 usando los oligonucledtidos especificos:
. NF-xB: 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’
. AP-1: 5°-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’

Las sondas fueron marcadas con polinucleétido quinasa T4. La
reaccion de unién incluia 10 pg de proteina nuclear en buffer de
incubacion (50 mmol/l Tris-HCI (pH 7.5), 200 mmol/I NaCl, 5 mmol/l
EDTA, 5 mmol/l mercaptoetanol, 20% glicerol y 1 ug de poli(dI-dC)).
Después de 15 minutos en hielo, se afiadié el oligonucleétido marcado y
se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. La mezcla fue
sometida a electroforesis a través de un gel de poliacrilamida al 6%
durante 90 minutos a 150 V. EIl gel se sec6 en un desecador de geles y se

sometié a auto-radiografia durante toda la noche a -80°C. La sefal fue
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analizada mediante densitometria utilizando un software comercial (Scion
Image, Maryland, MA, USA).

3.5.4.- Tratamiento estadistico

Para la expresion de los resultados se calculd el valor de la media y

el error estandar de la media (E.E.M.).

Para el andlisis estadistico de los resultados se realizo el test de
andlisis de varianza (ANOVA). Ademas, en aquellos grupos donde
aparecian diferencias significativas, se realizaba posteriormente el test de
Newman-Keuls. Se considerd6 que existian diferencias significativas

cuando p<0,05.

Para el tratamiento de los datos y su anélisis estadistico se utilizé el
software comercial SPSS+ vrs. 14.0 (Chicago, IL).
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Los organismos vivos estan continuamente expuestos a situaciones
estresantes en su entorno, tales como el estrés oxidativo y nitrosativo, la
radiacion ultravioleta o las infecciones. Las infecciones viricas activan
sefiales intracelulares que pueden afectar a las funciones celulares.
Asimismo, los virus dependen de estas alteraciones para conseguir infectar

y replicarse en las células hospedadoras.

4.1.- Efecto del virus de la RHD sobre diversos pardmetros

plasmaticos indicadores de dafio hepatico

En los animales infectados con el virus de la RHD el dafio hepético
se puso de manifiesto por los incrementos significativos de las actividades
de las transaminasas. Estas enzimas se localizan en los hepatocitos y, en
condiciones fisiologicas, no se localizan extracelularmente. Sin embargo,
cuando el hepatocito es dafiado, la membrana plasmatica puede romperse
y las enzimas liberarse al medio extracelular y alcanzar niveles elevados

€en Suero.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, indican que los
conejos infectados con el virus de la RHD presentan un grave dafio
hepatico en los periodos mas avanzados de la infeccion como se pone de
manifiesto por las alteraciones significativas que detectamos en diversos

parametros plasmaticos (Tabla 1).

Las actividades plasmaticas de la ALT y de la AST se
incrementaron de forma marcada en los animales infectados a partir de las

36 hpi, alcanzando los valores mas elevados entre las 36 y las 48 hpi,
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apreciandose diferencias significativas respecto a los animales control
(Tabla 1).

La concentracion de la BR total en plasma se incremento
notablemente a partir de las 24 hpi en los animales infectados hasta
alcanzar sus niveles maximos en los periodos mas avanzados de la

infeccion (Tabla 1).

La concentracion de glucosa experiment6 una disminucién gradual
a partir de las 24 hpi que fue significativa entre las 36 y 48 hpi en los

animales infectados respecto al grupo control (Tabla 1).

Control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi
ALT (Ul) 79+8 7349 72+ 14 687 +207* 1668 + 149*
AST (Ul) 25+4 )33 50 + 20* 1010 + 372* 3585+ 1923*
Bilirubina ) /oy 012 0454034 098+037% 120+034* 2,03 +043*
(mg/dl)
Glucosa g7, 43 96 +7 83+ 6 78 +12 44 +11*
(mg/dl)

Tabla 1.- Efecto del virus de la RHD sobre diversos parametros bioquimicos
plasmaticos. Los datos representan valores medios + E.E.M de 6-8 animales. *p<0,05
respecto al grupo control.
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4.2- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las citocinas TNF-a e IL-6 y de Fas-L

Las citocinas juegan una importante funcion en la regulacion de la
respuesta inmunitaria y en la activacion de diferentes vias de sefializacién

intracelular en el FHF.

El ligando Fas (FasL o Apo-1) es una proteina de membrana tipo Il
miembro de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) que esta
altamente expresado en linfocitos activados y que también juega un

importante papel en los casos de fallo hepatico agudo.

Para comprobar la presencia de TNF-a, IL-6 y Fas-L en los
higados de los animales infectados por el virus de la RHD se realizaron los
correspondientes analisis por western blot a diferentes tiempos post-

infeccion.

En la Figura 10, se muestra la evolucion de la expresion del TNF-a
en los animales infectados con el virus de la RHD. Se encontraron
diferencias significativas desde las 12 hpi en todos los tiempos de estudio,
registrandose el maximo valor a las 24 hpi (35 veces mayor que el del

grupo control).

La expresion de la IL-6 aumentd de forma significativa tan solo a
las 24 hpi, manteniéndose en niveles basales en el resto de periodos de
estudio (Figura 10).

En la Figura 11, se muestra la evolucion de la expresion del Fas-L
en los animales infectados. Se evidenci6 igualmente el incremento de esta

proteina de membrana de forma significativa desde las 12 hpi (3 veces
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superior al grupo control), manteniéndose elevada en todos los periodos de

estudio.
A) . . . .
Control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi
IL-6 - R ‘ 24kDa
TNF-a | - _ - = = | 17kDa
B-Actina| e — — — | 42kDa
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Figura 10.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética del TNF-ay la IL-6.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Analisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. - p<0,05 respecto al
grupo control.
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A) Control 12hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi
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Figura 11.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepatica del Fas-L.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Analisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. ~ p<0,05 respecto al
grupo control.
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4.3.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética
de las MAPKSs

Las familias de MAPKSs estan implicadas en procesos tales como la
respuesta inflamatoria y la apoptosis. Estas vias de sefializacion parecen
tiener efectos opuestos sobre la regulacién de la apoptosis; asi se ha
indicado que la JNK y la p38 son mediadoras de muerte celular, mientras

que la ERK promueve la supervivencia.

El virus de la RHD induce la activacion de las MAPKSs en distintos
periodos post-infeccién y con distinta intensidad. Para confirmar la
presencia y activacion de las proteinas: ERK, p38 y JNK, miembros de la
familia de las MAPKSs, en el higado de los animales enfermos, se

determind la expresion de su forma fosforilada y total por western blot.

Como se puede observar en la Figura 12, la forma fosforilada de la
p38 se activa a las 12 hpi, se mantiene activada hasta las 24 hpi, disminuye
su activacion a las 36 hpi y alcanza valores control a las 48 hpi

Asi mismo, en la Figura 12 también se recoge la marcada
activacion de la forma fosforilada de JNK a las 12 hpi (2,1 veces superior
a la del grupo control) y se mantiene con maxima activacion desde las 24
hpi (3,7 veces) practicamente hasta la muerte de los animales a las 48 hpi.
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Figura 12.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética de las MAPKs p38 'y
JNK. A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Anélisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. p<0,05 respecto al

grupo control.
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Aunque la ERK1/2 presenta una activacion biféasica con un valor
méaximo a las 12 hpi (3,1 veces mayor que el del grupo control), y menor
intensidad a las 36 hpi (2,8 veces superior al grupo control), su actividad
termina por desaparecer por completo coincidiendo con la muerte de los

animales a las 48 hpi (Figura 13).

A)
Control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi
fosfo-ErK12 | S RS - | 42-44kDa

ERK1|—---_--—.— | 42-44 kDa
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Figura 13.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética de la MAPK ERK.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Anélisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. ~ p<0,05 respecto al
grupo control.
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4.4.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética
de Akt

La ruta PI3K/Akt es activada en respuesta a varios factores de
crecimiento y sefiales de supervivencia y fosforila y regula la actividad de
varias cascadas de sefalizacion. Akt es un efector clave de la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y nudo esencial de esta cascada de
sefiales que regula multiples procesos celulares tales como el crecimiento,

la transformacion, la diferenciacion y la supervivencia.

En general, las funciones principales de las proteinas Akt quinasas
son favorecer la supervivencia, crecimiento y proliferacion celular,
mientras que algunas isoformas de Akt también juegan un papel clave en

la angiogénesis y en el control del metabolismo celular.

En la Figura 14, se muestra un aumento significativo de la
activacion de Akt entre las 12 y 24 hpi. A las 12 hpi, se observa la maxima
activacion (19 veces superior a la del grupo control), descendiendo

posteriormente hasta alcanzar niveles basales a las 48 hpi.
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Figura 14.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepatica de Akt.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Analisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. - p<0,05
respecto al grupo control.
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4.5.- Efecto del virus de la RHD sobre la activacion hepatica

de los factores de transcripcion AP-1y NF-xB

Los factores de transcripcion nuclear AP-1 y NF-«xB se han
relacionado con mecanismos celulares, tanto fisiolégicos como
patoldgicos, de respuesta inflamatoria, apoptosis y estrés oxidativo, siendo

en parte regulados por las vias de MAPKSs.

El NF-xB puede ser activado por multiples bacterias y virus. Una
vez activado, interviene en la regulacion de genes que controlan la
expresion de muchas citocinas inflamatorias, quimiocinas, receptores y

moléculas de adhesion de la superficie celular.
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Figura 15.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética de la subunidad p50.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Analisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. p<0,05
respecto al grupo control.
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Para la determinacion de la expresion de estos factores de
transcripcion, se realizaron western blots, citosolicos y nucleares, de las
subunidades més relevantes del NF-xB: p50 y p65. En extractos nucleares
se realiz6, ademés, un EMSA para determinar la union del NF-xB al

ADN.

Como se observa en las Figuras 15 y 16, las subunidades p50 y p65
del NF-xB muestran una evolucién ascendente practicamente desde las 12
hpi, tanto en la fraccién citosélica como en la nuclear, alcanzando el
méaximo valor a las 48 hpi (7,3 veces superior en el caso de p50 y 113

veces superior en p65, frente al grupo control).

A)
Control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi
p65 (nucleo) - e B W |65 kDa
p65 (citosol) L e a S—— - d 65kDa
B-ACHING | iy s SR S e S e e e 42 kDa
B) 1000 - " *
Endcleo #
800 -+ Ocitosol
< 600 -
Lo
[(e]
o

N

o

)
1

il

Control 12hpi 24hpi 36hpi 48hpi

Figura 16.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepatica de la subunidad p65.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Anélisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. " p<0,05 respecto al
grupo control.
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En la Figura 17, se puede observar que la infeccion de los conejos
por el virus de la RHD induce una marcada activacion del NF-kB,
especialmente en los periodos finales de la infeccion (36-48 hpi) (2,5

veces frente al grupo control).

A) -
+ - S 12hpi 24hpi  36hpi 48 hpi
NFkB |
B) 300 - .
250 A * - .
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£ 150 A
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fijﬂﬂ .
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Control 12hpi 24hpi 36hpi 48hpi

Figura 17.- Efecto del virus de la RHD sobre la activacion hepatica del factor NF-«B.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Anélisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. *p<0,05 respecto al
grupo control.

Por su parte, AP-1 es un factor de transcripcion exclusivamente
nuclear que se activa por fosforilacion mediada por determinadas quinasas
(JNK) que se translocan al nucleo e inducen en este factor una
modificacion postranslacional que le hace activo. Se realiz6 un EMSA
para determinar la unién de ese factor al ADN. En la Figura 18, se muestra

la evolucion de AP-1 durante los diferentes periodos de estudio. Se
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encontré un aumento significativo de expresion a partir de las 12 hpi,
alcanzando la mé&xima translocacion en el periodo final (36-48 hpi).
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N \
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Figura 18.- Efecto del virus de la RHD sobre la activacion hepatica del factor AP-1.
A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B) Anélisis
densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. ~ p<0,05 respecto al
grupo control.
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4.6- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las proteinas proinflamatorias COX-2 y VCAM-1

En la respuesta inmunitaria, la VCAM-1 promueve la adhesion de
linfocitos, monocitos, eosinofilos y células NK al endotelio vascular de los

tejidos dafiados, favoreciendo asi los procesos inflamatorios.

La sobreexpresion de la VCAM-1 en células endoteliales es
desencadenada por citocinas como el TNF-o y a su vez es regulada por

factores de transcripcion como el NF-kB.

En la Figura 19 podemos observar el aumento de la expresion de
VCAM-1 desde las 12 hpi, alcanzando el maximo valor entre las 24 y 48

hpi (4,5 veces mayor que la del grupo control).

La COX-2, cuya expresion es inducida por citocinas, factores de
crecimiento, mitégenos, y otros mediadores como el factor de
transcripcion NF-xB, juega un importante papel en la respuesta

inflamatoria a través de la sintesis de prostaglandinas.

Se determind la expresion de esta proteina en los diferentes
periodos de estudio mediante western blot (Figura 19). Se encontraron
diferencias significativas desde las 12 hpi, alcanzando un valor maximo a

las 24 hpi (13,5 veces superior al del grupo control).
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Figura 19.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepatica de las proteinas
proinflamatorias VCAM-1y COX-2. A) Western blots representativos de los diferentes
periodos de estudio. B) Analisis densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8
animales. * p<0,05 respecto al grupo control.
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4.7.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de los factores de activacion STAT

Las proteinas STAT son activadas por multitud de estimulos de
citocinas, hormonas o factores de crecimiento y juegan un importante

papel en la respuesta antiviral y en la regeneracion hepatica.

La proteina STAT1 se relaciona con la respuesta antivirica,
mientras que la proteina STAT3 estd implicada en mecanismos de

regeneracion hepatica y supervivencia celular.
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Figura 20.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética de los factores de
activaciéon STAT. A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio.
B) Analisis densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales.
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En la Figura 20, se puede observar la activacion transitoria de la
STAT1 en algunos animales del estudio a las 24 y 36 hpi. Si bien, los
cambios no son significativos, se observa una gran variabilidad individual
en todos los tiempos de estudio. De hecho, la activacion es muy

significativa en algunos animales.

Simultdneamente se puede observar que la STAT3 apenas se activa
en ningun tiempo del estudio. Si bien, es resefiable, la expresion de fosfo-

STAT3 en un animal del estudio a las 24 hpi (no incluido en la imagen).

Por otra parte, con los anticuerpos empleados, no se detecto la
presencia de expresion de las proteinas STAT4, STATS5 y STAT6 en el

higado ni de los animales enfermos ni de los controles.
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4.8.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las proteinas SOCS

Como ya se ha sefialado con anterioridad, las citocinas regulan la
respuesta celular interactuando con los receptores de la membrana
plasmatica de las células diana. De este modo, activan sefiales de

transduccién intracelular, tales como la via de las JAK-STAT.

Los factores de transcripcion STATS expresan, entre otros, los
genes que transcriben para las proteinas SOCS. Estas proteinas acttan
como pseudo-sustrato de las proteinas JAK inhibiendo su actividad
quinasa y, por tanto, la activacion de la via JAK-STAT. En este sentido,
actian como un mecanismo de retroalimentacion negativa de la sefial

inducida por citocinas.
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Figura 21.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética de la proteina
SOCS3. A) Western blots representativos de los diferentes periodos de estudio. B)
Analisis densitométrico. Los valores son medias + E.E.M. de 6-8 animales. * p<0,05
respecto al grupo control.
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En la Figura 21 se puede observar un aumento de la expresion de
SOCS3 a partir de las 24 hpi. Las diferencias fueron significativas frente
al grupo control a las 36 y 48 hpi coincidiendo con la muerte de los

animales
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El virus de la RHD es un miembro de la familia Caliciviridae que
causa una enfermedad aguda mortal en conejos. La enfermedad se
caracteriza por una hepatitis necrotica severa y una rapida evolucion hacia
la muerte de los animales entre 48 y 72 hpi en el 90% de los casos
aproximadamente (Park y cols., 1995; Alonso y cols., 1998). El dafio
hepatico juega un papel central en la patogenia y es histolégicamente
similar a las hepatitis virales causantes de FHF en humanos (Mikami,
1999). La infeccion experimental con el virus de la RHD es un modelo de
FHF en el que la muerte celular por apoptosis es inducida tanto por via
intrinseca como extrinseca y juega un importante papel en la patogenia
(San Miguel y cols., 2006). EI FHF es un proceso grave inducido por
virus, alcohol, drogas o farmacos hepatotoxicos, y que estd marcada por

una muerte masiva de los hepatocitos.

5.1.- Efecto del virus de la RHD sobre diversos parametros

plasmaticos indicadores de dafio hepatico

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que el virus de
la RHD produce importantes alteraciones en diversos marcadores de dafio

hepatico tales como las transaminasas y la bilirrubina, entre otros.

Las actividades AST y ALT se han empleado clasicamente como
indicadores del grado de dafio hepatico (Abboud y Kaplowitz, 2007). De
hecho, unos niveles elevados de ALT en suero se relacionan con procesos
inflamatorios en el higado (Schmitz y cols., 2006). Diversos estudios

indican que los niveles de ALT y AST se encuentran también
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incrementados en pacientes afectados de FHF (Doria y cols., 2007;
Eisenbach y cols., 2007; Korman y cols., 2008).

También detectamos en los conejos infectados un aumento
significativo de la BR en los periodos avanzados de la infeccion al igual
que se ha descrito en otros modelos animales (Kitazawa y cols., 2009) y
en el hombre (Sharma y cols., 2008). Una inflamacion aguda del higado
como la que se produce en las hepatitis, puede producir elevaciones
importantes de la bilirrubina debido al fallo de la excrecion hepatica y en
estos casos se acompafa de elevaciones importantes de aminotransferasas

al igual que sucede en nuestro estudio.

La disminucion en la concentracion de glucosa que detectamos en
los animales infectados y la alteracion en su regulacién podrian ser el
resultado de un fallo tanto en la gluconeogénesis como en la depuracion de
la insulina en el higado dafado (Sielaff y cols., 1995; Lee y Williams,
1996) al igual que sucede en el caso de FHF en el hombre (Han e Hyzy,
2006).

La hipoglucemia no es un resultado repetitivo en todos los modelos
animales porque aunque se presenta en diferentes modelos de FHF en
perro, cerdo y conejo (Blitzer y cols., 1978; Takada y cols., 2003), en
otros modelos, la glucemia apenas se modifica. Esto parece ser una
consecuencia de una gluconeogénesis compensadora del rifion y/o la
inhibicion de su captacion por organos periféericos (Eguchi y cols., 1996;
Arai y cols., 2001).
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5.2.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las citocinas TNF-a e IL-6 y de Fas-L

El higado es un 6rgano diana fundamental de las citocinas que son
los principales mediadores responsables de la respuesta de fase aguda. La
respuesta inflamatoria es la principal causa del inicio de los mecanismos
de defensa del hospedador contra alteraciones de su homeostasis
fisiologica y en ella juegan un importante papel diversas citocinas,

moléculas de adhesion y otras proteinas proinflamatorias.

Mientras que los procesos dependientes de IL-6 estan relacionados
maés bien con la regeneracion hepética, otras citocinas proinflamatorias,
como TNF-a, estan involucradas en ciertos efectos tdoxicos vy

proinflamatorios.

Ademaés, multiples factores proapoptdéticos, incluyendo TNF-o y
Fas-L, juegan un importante papel en el dafio hepatico agudo (Cheng y
cols., 2009). En nuestro modelo de FHF hay una sobreexpresion de TNF-
o Y Fas-L desde las 12 hpi hasta la muerte de los animales. De este modo,
la sobreexpresién de TNF-a puede contribuir de forma importante a la

induccidn de la apoptosis en la infeccion por el virus de la RHD.

En cambio, aunque la expresion de la IL-6 se incrementa a las 24
hpi, recupera valores normales a las 36-48 hpi, periodos en los que existe

una marcada activacion de la apoptosis.

La IL-6 es una citocina implicada en la regeneracion hepética. Se

ha demostrado que la mortalidad debida a una hepatectomia parcial en
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ratones “knock out” para TNFR1 era revertida por la administracion de la
IL-6 y la consiguiente activacion de STAT3 (Yamada y cols., 1997).

Nuestros resultados muestran que la infeccion por el virus de la
RHD so6lo origina un incremento transitorio de IL-6. Esto puede indicar
que el virus de la RHD causa la activacion de la via de la MAPK ERK, lo
que lleva a una inhibicion de la IL-6. Asi, el periodo de maxima activacion
de IL-6 coincidiria con el descenso de la expresion de la quinasa ERK a
las 24 hpi.

El TNF-a es una citocina proinflamatoria que se incrementa en el
suero de pacientes con FHF (Muto y cols., 1998). EI TNF-a induce una
apoptosis masiva de hepatocitos en otros modelos animales de FHF, como
ratones con FHF inducido por Galactosamina/LPS (Gantner y cols., 1995;
Nakama y cols., 2001; Qiu y cols., 2006). En el higado de ratones y
pacientes con FHF, las células hepaticas expresan grandes cantidades de
TNF-a y de su receptor (TNFR), y se ha demostrado una relacion directa
entre el nimero de hepatocitos apoptoticos y el riesgo de muerte (Streetz y
cols., 2000).

Se ha demostrado que el TNF-a esta implicado en varios modelos
de fallo hepatico como mediador en paralelo de citotoxicidad vy
proliferacion celular. El TNF-a también desencadena, a través de la via de
las caspasas, el proceso de apoptosis. Pero, por otro lado, activa al factor
de transcripcion NF-xB que interviene en los procesos inflamatorios
(Streetz y cols., 2001).

En otros modelos animales de hepatitis virica aguda, la apoptosis

de hepatocitos estd mediada por receptores de muerte tales como Fas
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(CD95), TNF- a. y el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
(Kuhnel y cols., 2000; Mundt y cols., 2003). A su vez, varios estudios
realizados en el hombre muestran asimismo que la apoptosis de los
hepatocitos estd mediada a través de los receptores de muerte (Galle y
cols., 1995; Strand y cols., 1998). En el higado, el aumento de la expresion
de Fas-L por los macrofagos hepaticos (células de Kupffer) se ha
relacionado con el fallo hepéatico (Ryo y cols., 2000; Mita y cols., 2005;
Peng y cols., 2006).

Se ha comprobado que la aplicacion sistémica de silenciadores
inducidos por RNA (siRNA) para la caspasa 8 inhibe su expresion en el
higado de conejos y es capaz de prevenir la apoptosis de hepatocitos
mediada por Fas en el fallo hepatico agudo inducido por un agente
agonista especifico de Fas (Zender y cols., 2003). En nuestro modelo,
tiene lugar un incremento temprano y muy significativo de la expresion de
Fas-L lo que de nuevo parece demostrar el papel fundamental que este
mediador puede tener en la patogenia de los fallos agudos en el hombre.

Nuestros resultados indican que, en nuestro modelo de FHF de
etiologia virica, se produce un marcado incremento en la expresion de
TNF-a y de Fas-L junto con una falta de expresion de IL-6 que indica la
importante respuesta de fase aguda y apoptosis junto con una falta de
regeneracion hepéatica. En el higado, aunque la IL-6 estimula en los
hepatocitos la produccién de proteinas de fase aguda (SAA, CRP,
complemento C3, fibrinbgeno y macroglobulina) (Ramadori y Christ,
1999) tiene un importante papel en la regeneracion hepéatica y en la
proteccion contra el dafio hepatico (Sakamoto y cols., 1999; Zimmers y
cols., 2003; lkeda y cols., 2008; Tiberio y cols., 2008). De hecho, el
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tratamiento con la IL-6 al inducir la activacién de STAT3, protege contra
la hepatitis fulminante originada por Fas mediante mecanismos
dependientes e independientes de estado de 0xido-reduccién (Haga y cols.,
2003).

5.3.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética
de las MAPKSs

Las MAPKs son una familia de serina/treonina quinasas que
incluye tres tipos predominantes en las células de los mamiferos: ERK,
p38 y JNK, y que representan un grupo de proteinas relacionadas con la
transduccion de sefiales de gran variedad de estimulos celulares (Suzuki y
cols., 1997).

En nuestro modelo se puede observar una doble activaciéon de
ERK1/2 con un pico de mayor entidad a las 12 hpi y otro menos marcado
a las 36 hpi. Estos resultados obtenidos en los animales infectados con el
virus de la RHD podrian ajustarse a una activacion bifasica de la cascada
de las ERK. La primera activaciéon tendria lugar durante la llegada del
virus al higado, permitiendo la expresién de genes celulares y quiza
también de genes virales; la segunda, se produciria una vez que hubiera
empezado la replicacion del genoma viral y la sintesis de proteinas tardias,
regulando la expresién de genes y/o distintos procesos celulares que

permitieran la morfogénesis de los viriones.

La ERK1/2 difiere de los otros dos principales miembros de las
MAPKSs en la ausencia de conexion con la induccién de respuestas
proinflamatorias (Sabat y cols., 2001). De hecho, parece que juega un

papel regulador de la proliferacion, transformaciéon y diferenciacion
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celular (Kolch, 2000). Varios estudios han demostrado su papel inductor
de la supervivencia celular (Aoudjit y Vuori., 2001; Czaja y cols., 2003;
Tommasini y cols., 2005). La activacion de ERK1/2 en estudios in vivo
indica que requiere la activacion del receptor Met para una eficiente
regeneracion hepética, mientras que, en estudios in vitro sobre hepatocitos
primarios las sefiales de Akt predominan sobre las de ERK1/2 (Schulze-

Bergkamen y cols., 2004).

Se ha descrito la participacion de la ERK en gran cantidad de
modelos viricos diferentes, en los que el bloqueo de su actividad tiene
distintas consecuencias. En los bornavirus, la inhibicién de la ERK reduce
la diseminacion de viriones a las células adyacentes (Planz y cols., 2001).
Sin embargo, parece que en la infeccion por el virus Maedi-Visna, el
bloqueo de la proteina ERK afecta a su replicacion (Barber y cols., 2002).
Sin embargo, al inhibir la ERK durante la replicacion del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) no se ve afectada su replicacion pero si
la infectividad de los nuevos viriones, posiblemente debido a que la ERK
cataliza la fosforilacion de las proteinas viricas Rev, Tat y Nef, entre otras
(Yang y Gabuzda, 1999).

Por otra parte, en muchos modelos viricos se ha observado una
activacién bifésica de la familia de las ERK al igual que en nuestros
resultados: la primera durante la entrada de los virus y la segunda en
etapas mas tardias de la infeccion, normalmente cuando ha empezado la
replicacion de sus genomas o la sintesis de proteinas virales. El bloqueo de
esta quinasa tiene como consecuencia la reduccién de la sintesis de

proteinas virales y/o de la replicacion del virus.
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Este tipo de activacion bifésica de la proteina ERK que
observamos induce el virus de la RHD coincide con el descrito para otros
virus tales como el coxsackievirus B3 (Luo y cols., 2002), el virus de la
gripe (Pleschka y cols., 2001), el virus respiratorio sincitial (Monick, y
cols., 2001) y el vacciniavirus (de Magalhaes y cols., 2001; Andrade y
cols., 2004), entre otros.

Por otra parte, en muchos tipos celulares mientras que la ERK1/2
inhibe los procesos apoptoticos, las MAPKs JNK y p38 contribuyen a la
induccion de la apoptosis (Whitmarsh y Davis, 1996; Kurata, 2000) y la
activacion de JNK es bien sabido que desencadena la apoptosis en
respuesta a estreses ambientales y citocinas proinflamatorias como TNF-o
(Ip y Davis, 1998).

En los animales infectados con el virus de la RHD la expresion de
p38 se incrementdé en los periodos iniciales de la infeccion,
normalizandose a las 48 hpi, mientras que, la expresion de JNK se
incrementd de forma muy significativa durante todos los periodos

postinfeccion del estudio.

La activacion de la MAPK p38 ademas de estar relacionada con la
induccion de la apoptosis, también parece tener consecuencias en la
aparicion de la respuesta inflamatoria que acompafia a algunas infecciones
viricas a través de la induccion de la expresion de IL-6 (Beyaert y cols.,
1996; lordanov y cols., 2000).

Ademaés, se ha descrito la activacion de la via de la MAPK p38
(Bode y cols., 1999; 2001) asi como la cascada IKK/NF-xB (Wurzer y
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cols., 2004) en la infeccion por los virus influenza y se ha relacionado con
el control de la expresion de la proteina SOCS3 (Pauli y cols., 2008).

En nuestro modelo animal se constata una fosforilacion temprana y
prolongada de JNK, que parece jugar un papel clave en la respuesta
celular a la infeccion. En la apoptosis de los hepatocitos inducida por
concanavalina A, una dieta deficiente en colina y metionina, o D-
galactosamina/LPS se demostré asimismo que la JNK jugaba un papel

fundamental (Schattenberg y cols., 2006).

La activacion de JNK es necesaria para la activacion de los
efectores de muerte celular mediada por dafio mitocondrial, incluidas las
caspasa-9 y -3, y para modular algunas proteinas de la familia de Bcl-2 a
multiples niveles (Yu y cols., 2004; Takamura y cols., 2007). También se
ha indicado que mientras que la activacion transitoria de JNK desencadena
la proliferacion celular y es necesaria para la regeneracion hepatica
(Schwabe y cols., 2003), la activacion prolongada de JNK promueve la
muerte celular (Maeda y cols., 2003). El virus de la RHD provoca una
activacion prolongada muy significativa en la expresion de JNK, lo que
parece indicar que en nuestro modelo esta quinasa podria ser una de la

principales dianas terapéuticas para evitar el fallo del higado.

5.4.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética
de Akt

Esta via de sefializacion es activada por multitud de factores de

crecimiento y sefiales de supervivencia para desempefiar funciones
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relacionadas con la supervivencia y la proliferacion celular o la regulacion

del metabolismo.

En nuestro modelo se observa una marcada activacion de la
proteina Akt entre las 12 y las 24 hpi. Después, su expresion disminuye a
niveles basales a las 48 hpi coincidiendo con la mayor activacion de la
apoptosis y la muerte de los animales. Estos resultados podrian reflejar
cierto papel de la ruta de la PI3K/Akt en la entrada del virus en los
hepatocitos y en la induccién de la supervivencia inhibiendo las sefiales de
apoptosis en las primeras etapas de la infeccion. A su vez, puede intervenir
en la activacion del factor de transcripcion NF-xB vy, por tanto, en la
respuesta inflamatoria propia de estos periodos (Sanchez-Campos y cols.,
2004).

Recientes hallazgos indican que las funciones de la proteina Akt
son necesarias para el desarrollo de la respuesta antivirica dependiente del
IFN complementando la funcion de los factores de transcripcion STAT
inducidos por el propio IFN (Kaur y cols., 2008). Pero también existe la
posibilidad de que su funcién bioldgica sea divergente segun el tipo de
sefial de activacion. De esta forma, resulta de especial interés el hecho de
que diversos virus activen y utilicen la via PI3K/Akt para promover la
supervivencia celular y la replicacion virica (Ehrhardt y cols., 2007; Sun y
cols., 2008).

De hecho, algunos virus activan la ruta de sefializacion PI3K/Akt
para permanecer en el hospedador de forma latente o cronica mediante la
supresion de la apoptosis (por ejemplo, papilomavirus, herpesvirus
humanos tipo 4 y 8, etc). Otros virus, en cambio, no activan esta via para

conseguir una supervivencia celular a largo plazo sino a corto plazo, en las
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primeras etapas de la infeccion, durante la replicacion virica y la sintesis
proteica. Este tipo de activacion se ha demostrado en el virus respiratorio
sincitial humano (Thomas y cols., 2002), en el virus de la rubeola (Cooray
y cols., 2005) y en el coxsackievirus B3 (Zhang y cols., 2003). En estas
infecciones viricas parece que la sefial PI3K/Akt incrementa la
supervivencia celular hasta que se completa el ciclo del virus. Tras esto, se
inicia un proceso de apoptosis que facilita la difusién de los viriones
(Roulston y cols., 1999).

También se ha descrito que esta via es necesaria para una eficiente
replicacion de ciertos virus como el citomegalovirus (Johnson y cols.,
2001), el coxsackievirus B3 (Esfandiarei y cols., 2004), el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (Francois y Klotman, 2003) o el virus
influenza tipo A (Shin y cols., 2007). La inhibicion de esta ruta de
sefializacion reduce el titulo virico, lo que sugiere que los fendmenos de
fosforilacion celular desencadenados por la via del PI3K/Akt pueden ser

necesarios para una eficiente replicacion de algunos virus.

Por otra parte, se ha relacionado la activacion de la via PI3K/Akt
con la entrada de algunos virus en las células hospedadoras por
endocitosis. Como ejemplos se encuentran el adenovirus, el herpesvirus
humano tipo 8 o el virus Ebola (Li y cols., 1998; Naranatt y cols., 2003;
Saeed y cols., 2008).
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5.5.- Efecto del virus de la RHD sobre la activacion hepatica

de los factores de transcripcion AP-1y NF-xB

En el presente estudio se observa la activacion tanto del NF-xB
como de la AP-1 en el higado de conejos infectados por el virus de la
RHD. Tanto la activacion del NF-xB como de la AP-1 alcanza niveles
méaximos entre las 36 y 48 hpi, coincidiendo con los fendmenos
apoptéticos y la muerte de los animales. Esta activacion podria estar
mediada tanto por estimulos proapoptéticos (JNK) como antiapoptoticos
(AKkt).

En principio, aunque los mecanismos de transduccion de sefiales
estan generalmente interconectados en una complicada red (Arbabi y
Maier, 2002), tanto la fosforilacion de la p38 como la de la JNK ha sido
relacionada con la activacion de los factores de transcripcion NF-kB y
AP-1, en parte por vias convergentes (Ekstrand-Hammarstrom y cols.,
2007). La activacion de las MAPKSs puede asi contribuir al incremento de

la translocacion de ambos factores de transcripcion al ndcleo.

El NF-xB es un factor de transcripcién caracteristico de la mayoria
de infecciones virales (Arnulf y cols., 2002; Messmer y cols., 2002), en las
que regula la expresion de muchos genes proinflamatorios o antivirales
(Kopp y Medzhitov, 1999), y que ha sido relacionado a nivel
transcripcional con la expresion de genes de moléculas de adhesion (Tung
y cols., 2007; Zerfaoui y cols., 2008). También se ha descrito que la
modulacion de la ruta del NF-xB podria facilitar la infeccion y replicacion
del virus Epstein-Barr, el virus herpes simplex tipo 1, y el virus influenza
(Gao y cols., 2001; Nimmerjahn y cols., 2004; Taddeo y cols., 2004).
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El NF-xB tiene un importante papel en la regulacion del sistema
inmunitario, produccion de citocinas inflamatorias, crecimiento celular e
inflamacion (Manna y Aggarwal, 2000). En ciertas situaciones actia como
una proteina antiapoptotica a través de la induccion de genes de
supervivencia (Sonenshein, 1997). Por otra parte, los procesos de fibrosis
hepatica han sido relacionados con una inapropiada regulacion del NF-xB
(Mann y Smart, 2002; Wang y Cheng, 2008).

El NF-kB también regula la expresion de enzimas proinflamatorias
entre las que se incluyen iINOS y COX-2 (van den Berg y cols., 2001; Ali
y Mann, 2004; Buzzelli y cols., 2008).

La activacion de JNK es esencial para la sobrerregulacion de los
genes dependientes de la AP-1 inducidos por virus en varios tipos
celulares, y se sabe que las infecciones virales pueden inducir la actividad
transcripcional de NF-kB a través de la activacion de INK y p38 (Tung y
cols., 2007).

La AP-1 regula la expresion de una gran variedad de genes,
incluyendo los que participan en la respuesta inflamatoria (Chen y cols.,
2006). Tiene como posible diana el gen de TNF-a, que contiene un sitio

de unién para AP-1 en su promotor (Becker y cols., 1999).

Multiples trabajos relacionan la activacion de la MAPK JNK vy la
AP-1 con la apoptosis (Manna y Aggarwal, 2000; Taniguchi y cols., 2004;
Lauricella y cols., 2006). En nuestro modelo animal de FHF parece
asimismo que es fundamental en la patogenia la fosforilacion significativa

de JNK junto con la activacién de los factores AP-1y NF-xB.
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5.6.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las proteinas proinflamatorias VCAM-1y COX-2

La recuperacion del hospedador de una infeccion viral depende en
gran medida de una respuesta inflamatoria innata y adaptativa coordinada
y fuertemente regulada en los o6rganos diana donde se produce la
replicacion virica, asi como una correcta reparacion de los dafios tisulares

para limitar la extension de la lesion.

En teoria, las lesiones tienen lugar a consecuencia directa de la
capacidad de muchos virus de destruir sus dianas celulares, a la vez que
resulta intensificado por células inflamatorias reclutadas por quimiocinas
liberadas por las células infectadas (Dorner y Radbruch, 2007). Ahora
bien, varios estudios indican un papel importante de los linfocitos T en el
dafio tisular, ya sea mediada por la propia inflamacion o por la destruccion

de las células infectadas (Thomsen y cols., 2003).

En nuestro estudio, tanto la molécula de adhesion VCAM-1 como
la enzima COX-2, que contribuyen al dafio hepatico en el FHF
(Whitmarsh y Davis, 1996; Han y cols., 2008), estan sobreexpresadas en
los conejos infectados con el virus de la RHD. Los efectos sobre estas
proteinas podrian ser explicados, al menos parcialmente, por la activacion

del NF-xB y la AP-1 en los mismos tiempos postinfeccion.

De hecho, la molécula de adhesion VCAM-1, entre otras, es
expresada en la superficie de las células endoteliales como respuesta a la
presencia de citocinas circulantes en infecciones virales a través de la

activacion del NF-xB, favoreciendo la adhesion de macréfagos vy



DISCUSION

linfocitos T y su extravasacion hacia el tejido diana donde se generara un
foco inflamatorio (Wolf y cols, 2001; Ou y cols., 2008).

Existen resultados contradictorios relacionados con el papel de las
MAPKs JNK y p38 en la regulaciéon de la expresion de VCAM-1. Asi
mientras que, en células de condrosarcoma p38 actla como inductora
mientras que JNK actla como inhibidora de la expresion de la VCAM-1
(Ju y cols., 2002), en fibroblastos humanos activados por TNF aumenta la
expresion de la VCAM-1 al inhibirse ERK y JNK (Hosokawa Yy cols.,
2006).

Por otra parte, si bien algunos resultados sugieren que la activacion
de la via de la JNK por el TNF induce la expresion de ICAM-1 (De
Cesaris y cols., 1999) otros, muestran que no hay efectos de las MAPKs
sobre la activacién de NF-xB y la expresion de ICAM-1 y VCAM-1,
sugiriendo que su regulacion en células endoteliales es sélo dependiente
del NF-xB (Zhou y cols., 2007). Estos resultados parecen inconsistentes y
sugieren cierto papel de las MAPKs en la expresion de las moléculas de
adhesion dependiendo de la naturaleza del estimulo o del tipo celular.

La COX-2 es una enzima inducida por gran variedad de factores
entre los que se encuentran citocinas, factores de crecimiento y
promotores tumorales y ha sido implicada en procesos inflamatorios y
carcinogénesis. También ha sido implicada en la inhibicion de la apoptosis
y como promotora de la angiogénesis a través de la activacion del NF-xB
(Crofford y cols., 1997) y modula la funcién inmunitaria e incrementa la

invasividad tumoral (Xu, 2002; El-Bassiouny y cols., 2008).
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Se ha demostrado que algunos virus producen la sobreexpresion de
la COX-2 en los hepatocitos como un mecanismo potencial en el
desarrollo de la fibrosis en infecciones cronicas por el virus de la hepatitis
C (Leng y cols., 2003; Nufiez y cols., 2004; Waris y cols, 2005); en
nuestro estudio, la infeccion aguda inducida por el virus de la RHD se
acompafia de una sobreexpresion de COX-2.

5.7.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepatica

de los factores de activacion STAT

En el FHF la respuesta regenerativa es esencial para la completa
recuperacion funcional del higado y para la supervivencia del paciente. La
expresion de genes no conlleva replicacién de ADN al menos que las
células puedan continuar el ciclo celular. Esto depende del equilibrio entre
los factores estimuladores, liberados como parte de la respuesta
regenerativa, y las sustancias inhibidoras (Rutherford y Chung, 2008).

En el higado, esta via de sefializacion, es activada por mas de
veinte citocinas, factores de crecimiento, hormonas y proteinas de

hepatitis virales.

Los miembros de la familia STAT han sido relacionados con la
respuesta de fase aguda, con el dafio hepéatico y con su regeneracion, y
juegan un importante papel en la defensa antiviral (Takaoka y Yanai,
2006).

En el higado, la STATI es activada preferentemente por [IFNa/p e

IFNy. Esta reconocido su papel esencial en la defensa antivirica,
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inflamacion, dafio hepatico y supresion de la regeneracion hepética. Los
interferones secretados se unen a su receptor en la superficie de las células
activando la via de sefializacion JAK/STAT, que estimula la transcripcion
de gran variedad de genes antivirales (Murray, 2007; Randall y
Goodbourn, 2008).

De este modo, STATL, cuando se fosforila, forma heterodimeros
que pueden después traslocarse al ndcleo para activar la transcripcion de

muchos genes diana, incluidas varias proteinas antivirales (Pestka, 2000).

Los datos arrojados por nuestra investigacion indican que el virus
de la RHD produce una activacion transitoria de STAT1, mientras que
STAT3 no se expresa en los higados de la mayor parte de los conejos
infectados; de hecho, tan solo mostré actividad en un conejo a las 24 hpi,
un efecto que podria explicar en parte la falta de respuesta regenerativa
detectada en esos animales (Sanchez-Campos y cols., 2004).

El mismo animal presentaba activada la STAT1 y la STAT3 a las
24 hpi, lo que podria sugerir en este caso concreto una correcta respuesta
antivirica y regenerativa, que podria corresponderse con la supervivencia
calculada en aproximadamente un 10% de los animales afectados. Los
mecanismos que conducen al desarrollo de esta diferente respuesta en
algin animal no son bien conocidos y merecen ser estudiados en
profundidad para servir de base para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.

El papel esencial de la STAT1 en la actividad antiviral y
antitumoral del IFN-o/p ha sido bien demostrada en ratones deficientes en
STAT1 (Meraz y cols., 1996), y se sabe que la STATL esta activada en
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varios modelos de FHF, incluida la hepatitis inducida por concanavalina A
y por galactosamina/LPS (Hong y cols., 2002; Kim y cols., 2003).

Tras su activacion, STAT1 y STAT2 forman heterodimeros u
homodimeros que se translocan al nucleo para activar la transcripcion de
genes relacionados con proteinas antivirales, supresores tumorales o
proteinas proapoptéticas (Gao, 2005). Se ha descrito que la via
IFN/STATL1 inhibe la expresion de INOS y NF-«xB en células
fibroblasticas, lo que redunda en la supresion de la regeneracion hepatica
(Ganster y cols., 2001). Del mismo modo, se sabe que cierta mutacion
genética en humanos, que provoca una deficiencia en STATL, esta
asociada con una diseminacién letal de infecciones virales (Dupuis y cols.,
2003).

La STATS3 es activada principalmente en el higado por la IL-6 y ha
mostrado jugar un importante papel en la respuesta de fase aguda, en la
proteccidn contra el dafio hepatico y en promover la regeneracién hepatica
(Gao, 2005). La mortalidad tras una hepatectomia parcial en ratones
“knock out” para el TNFR1 es revertida por la administracion de IL-6 y es
asociada a la activacion de la STAT3 (Yamada y cols., 1997).

Varios genes dependientes de STAT3 se han descrito como
importantes factores que contribuyen al efecto hepatoprotector y
mitogénico de la via IL-6/STAT3 (Taub, 2003), y la activacion de STAT3
ha sido implicada también en la actividad antivirica mediada por el IFN-a
en una linea celular transfectada con un replicén del VHC (Zhu y cols.,
2004).



DISCUSION

Otro mecanismo que puede contribuir al papel hepatoprotector de
la via IL-6/STATS3 es la inhibicién que produce sobre las células NK (Sun
y cols., 2004).

Dado que la via de sefalizacion JAK/STAT juega un importante
papel antiviral, puede ser objetivo de los virus para intentar evadir la
respuesta inmunitaria del hospedador. De hecho, varios virus inhiben esta
ruta de sefializacion. Por ejemplo, la proteina V del virus del simio tipo 5
degrada la STAT1 (Didcock y cols., 1999), mientras que el
citomegalovirus humano tiene como objetivo la degradacion de la JAK1
(Miller y cols., 1998). La infeccion por el virus varicella-zoster inhibe la
expresion tanto de STAT1 como de JAK2 (Abendroth y cols., 2000). El
VHC también inhibe la inmunidad del hospedador alterando Ila
comunicacion entre la via de las MAPK vy de las JAK/STAT (He y Katze,
2002). Otros virus, como el virus de las paperas, el virus del sarampién y
el paramixovirus también bloquean la activacion de STAT1 promoviendo
la degradacidn de la proteina no fosforilada, y permitiendo que estos virus
evadan la respuesta inflamatoria del hospedador (Horvath, 2004; Ulane y
cols., 2003; Ramachandran y cols., 2008).

La activacion de esta via inducida por el IFN puede ser inhibida a
diferentes niveles por varios virus a través de diversos mecanismos. Entre

ellos se incluyen las proteinas SOCS y las PIAS.
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5.8.- Efecto del virus de la RHD sobre la expresion hepética

de las proteinas SOCS

El bloqueo de la funcion de las proteinas STAT se relaciona
comunmente con la evasion de la respuesta inmunitaria por los patdgenos,
y numerosos virus, incluido el VHC, paramixovirus o coronavirus, han
desarrollado mecanismos para sortear las defensas del hospedador
inhibiendo sus sefales y alterando la comunicacion entre la via de las
MAPKs y la de las STATs (Duechting y cols., 2008). Uno de estos

mecanismos esta relacionado con las proteinas SOCS.

La expresion de las proteinas SOCS puede ser inducida por
estimulacion de citocinas, regulando la sefial no sélo como una
retroalimentacion negativa clasica, sino regulando a su vez toda la cascada

de sefializacion mediante un proceso de regulacién cruzada.

Aunque pueden intervenir otros factores, el hecho de que la
SOCS3 se encuentre sobreexpresada en conejos infectados con el virus de
la RHD muy probablemente contribuye a la inhibicion de la expresion de
STAT1/STATS3. De este modo, estrategias terapéuticas que bloqueen o
modulen las SOCS pueden ser de interés para prevenir el dafio hepético e
incrementar la supervivencia en el FHF de origen virico, siempre teniendo
en cuenta que una falta de expresion continuada de estas proteinas podria

dar lugar a procesos carcinogénicos.

Se ha demostrado que la falta de expresion de la SOCS3 en el
higado promueve procesos de hepatitis, carcinogénesis y supervivencia
celular (Ogata y cols., 2006; Elliott, 2008).
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En celulas deficientes en SOCS3 o en células donde la expresion
de la SOCS3 es bloqueada por siRNA se reducen los titulos viricos (Pauli
y cols., 2008). Ademas, se ha descrito que el nivel de induccion de la
SOCS3 por el herpesvirus humano tipo 1 parece determinar si la infeccion
evoluciona de forma aguda o persistente y que la sobreexpresion de la
SOCS3 puede contribuir a la falta de respuesta a la terapia con IFN en

pacientes con hepatitis C (Persico y cols., 2006).

La induccion de la transcripcion de la SOCS3 por un virus se ha
descrito ademé&s de para el herpesvirus tipo 1 y el VHC (Bode y cols.,
2003; Yokota y cols., 2004), para virus respiratorios tales como el virus
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) y el virus respiratorio
sincitial (Okabayashi y cols., 2006; Zhao y cols., 2007).

Los efectos mediados por las SOCS estan relacionados con el
hecho de que estas moléculas son potentes inhibidores endégenos de la
sefial de las STATSs. De este modo, se ha descrito que un incremento en la
expresion de las proteinas SOCS esta relacionado con la inhibicion,
inducida por la IL-10, de la activacion hepéatica de STAT1 mediada por
IFN-a, ¥ que la sobreexpresion de SOCS1 y SOCS3 en células humanas
de hepatoma HepG2 suprime la activacion de STATL1/STAT3 inducida
por IFN-a y la expresion génica de proteinas antivirales (Vlotides y cols.,
2004).
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CONCLUSION PRIMERA:

El virus de la Enfermedad hemorrégica del conejo es un miembro
de la familia Caliciviridae que causa una enfermedad aguda mortal en esta
especie. El dafio hepatico juega un papel central en la patogenia y es
histologicamente similar a las hepatitis virales causantes de fallo hepatico
fulminante en humanos. De hecho, los resultados obtenidos en nuestro
estudio indican que el virus de la RHD produce importantes alteraciones
en diversos marcadores de dafio hepético tales como las actividades de
transaminasas y la concentracion de bilirrubina en sangre, entre otros, que

son coincidentes con las que se detectan en los casos agudos del hombre.

CONCLUSION SEGUNDA:

En el modelo de fallo hepético fulminante de etiologia virica se
produce desde las periodos méas tempranos de la infeccion un marcado
incremento en la expresion del factor de necrosis tumoral alfa y de la
proteina de membrana ligando Fas, lo que pone de manifiesto su papel
potencial en la estimulacion de la apoptosis hepéatica, que tanta
importancia parece tener en este modelo animal. Por otro lado, se detecta
una falta de expresion de la interleucina 6, lo que parece indicar la

ausencia de regeneracion hepatica en este modelo.
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CONCLUSION TERCERA:

El virus de la Enfermedad hemorrégica del conejo induce una
activacion bifasica de la expresion de la proteina quinasa activada por
mitdogenos ERK, con un pico de mayor entidad a las 12 horas
postinfeccion y otro menos marcado a las 36 horas postinfeccion. La
primera activacion coincide con la presencia del virus en el paréngquima
hepatico lo que podria permitir la expresion de genes celulares y
probablemente genes virales, mientras que la segunda parece tener lugar
una vez comenzada la replicacién del genoma virico y la sintesis de
proteinas tardias. En cualquier caso, en el periodo final de la evolucion del
fallo del higado, desaparece completamente la expresion de esta proteina
quinasa lo que podria ser indicativo de la falta de regeneracion hepatica y

contribuir a explicar la escasa supervivencia en este modelo animal.

CONCLUSION CUARTA:

En los periodos mas tempranos de la infeccion, el virus de la
Enfermedad hemorragica del conejo activa de forma significativa la
expresion de las formas fosforiladas de INK y p38, las principales familias
de proteinas quinasas activadas por mitdgenos involucradas en la muerte
celular por apoptosis. En los periodos finales de la infeccion, tan solo se
mantiene activada al maximo nivel la expresion de JNK. Toda vez que se
ha indicado que la activacion transitoria de JNK promueve la proliferacion
celular y es necesaria para la regeneracion hepatica pero que la activacion

prolongada promueve la muerte celular, en nuestro modelo animal esta
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quinasa podria ser una de las principales dianas terapéuticas para evitar el

fallo hepético agudo.

CONCLUSION QUINTA:

El virus de la Enfermedad hemorragica del conejo induce una
marcada activacion de la proteina Akt en los primeros periodos
postinfeccion. Después, su expresién disminuye hasta niveles basales
coincidiendo con la mayor activacién de la apoptosis y la muerte de los
animales. Estos resultados podrian reflejar cierto papel de la ruta de la
PI3K/Akt en la entrada del virus en los hepatocitos y en la induccién de la
supervivencia, inhibiendo las sefiales de apoptosis en las primeras etapas
de la infeccion. A su vez, puede intervenir en la activacion del factor de
transcripcion NF-kB vy, por tanto, en la respuesta inflamatoria propia de

estos periodos.

CONCLUSION SEXTA:

La infeccion experimental con el virus de la Enfermedad
hemorrégica del conejo conduce a una sobreexpresion hepatica temprana y
sostenida de la molécula de adhesién celular vascular y de la
ciclooxigenasa 2, moléculas que contribuyen al dafio inflamatorio en el
fallo hepatico fulminante. Estos efectos sobre la expresion génica de
ambas proteinas podrian ser explicados por la activacién de los factores de

transcripcion nuclear NF-xB y AP-1, responsables de su regulacion y que
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el virus induce de forma marcada desde los periodos méas tempranos de su

ciclo celular.

CONCLUSION SEPTIMA:

El virus de la Enfermedad hemorrégica del conejo provoca, desde
los primeros periodos de la infeccion, una inhibicion de la expresion de las
proteinas transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion STAT1y
STATS3, implicadas en la respuesta antivirica y en la supervivencia celular,
respectivamente. Aungue pudieran intervenir otros factores, el hecho de
que la proteina supresora de la sefial de citocinas SOCS3 se encuentre
sobreexpresada en los conejos infectados en los mismos periodos
postinfeccion puede ser, al menos en parte, la causa de tal inhibicion. De
este modo, las estrategias terapéuticas que blogueen o modulen estas
proteinas supresoras pueden ser de interés para prevenir el dafio hepatico e

incrementar la supervivencia en el fallo hepéatico de causa virica.

CONCLUSION FINAL:

Los resultados obtenidos en este estudio han permitido profundizar
en las vias de sefializaciébn que se encuentran involucradas en mayor
medida en el desarrollo del fallo hepéatico fulminante producido por la
infeccion con el virus de la Enfermedad hemorragica del conejo y
convierten a este modelo animal en una potente herramienta en la
busqueda y prueba de nuevas opciones terapéuticas en un sindrome para el

gue no existe terapia hasta el presente.
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