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Introduccion

1.- HEPATITIS CRONICA: DEFINICION, TIPOS Y PREVALENCIA

La hepatitis crénica (HC) se define como una enfermedad inflamatoria
del higado de mas de 6 meses de duracidon cuyo sustrato histologico esta
caracterizado por fendmenos inflamatorios, necrosis celular y, en algunos
casos, fibrosis (1).

La etiologia es diversa, incluyendo agentes viricos, farmacos y procesos
autoinmunes, entre otros. No existen criterios clinicos especificos para el
diagndstico de la enfermedad, lo que exige la utilizacién simultanea de criterios
histoldgicos y clinicos. El curso de la enfermedad puede ser silente con
tendencia a la autolimitacion o a permanecer estable, pero también puede
evolucionar hacia la cirrosis hepatica (CH) (1).

El progresidon de una HC puede determinar la aparicion de CH y el
desarrollo de hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (CHC). La CH es un
concepto morfoldgico definido por la presencia de fibrosis y nddulos de
regeneracion, siendo una alteracion cronica, difusa y, conceptualmente,
irreversible del higado. Las causas de cirrosis hepatica mas frecuentes en
nuestro medio son la infeccidon cronica por el virus de la hepatitis C (VHC)
(50%) y el alcohol (30%) (Tabla 1). El prondstico de la CH compensada es
bueno a corto plazo (90% de supervivencia a 5 afos), pero cuando aparece
una descompensacion clinica (ictericia, encefalopatia hepatica, hemorragia por
varices esofagicas o gastricas, y ascitis) o el desarrollo de hepatocarcinoma el

pronostico se ensombrece (2-3).
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Tabla 1

ETIOLOGIA DE LA CIRROSIS HEPATICA

Virus de la hepatitis: Virus By C

Alcohol

Hepatitis autoinmune
Colestasis crénicas
(Cirrosis biliar primaria, Colangitis esclerosante primaria, Secunda
a lesion biliar, Atresia biliar)
Farmacos
Obstaculo al drenaje venoso hepatico
Enfermedad hepatica por depdsito de grasa

Enfermedades con base genética (hemocromatosis, enfermedad

Wilson, déficit de a; antitripsina...)

Criptogénica

La etiologia de la HC motivo del estudio del presente trabajo de Tesis
Doctoral ha sido la virica, centrandonos en el VHC, que describiremos a partir
del siguiente capitulo de manera mas extensa. En relacion con las otras causas
importantes de hepatopatia cronica en nuestro medio, la infeccidon crénica por
el VHB es una de las mas importantes, calculandose que existen en el mundo
alrededor de 350 millones de personas infectadas. Una tercera parte de la
poblacion mundial, aproximadamente, presenta evidencia seroldgica de
infeccion pasada o presente por el VHB (4). Los paises desarrollados, que son
regiones de baja prevalencia y en los cuales vive alrededor del 12% de la
poblacion mundial, presentan una prevalencia de HBsAg inferior al 2% y menos
del 20% de la poblacion algin marcador de infeccion (5). El consumo excesivo
de alcohol, durante un largo periodo de tiempo, produce un amplio espectro de

lesiones hepaticas que pueden progresar hasta la CH y el CHC. La relacién
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entre el consumo excesivo de etanol, principalmente por encima de 80 gr/dia,
y enfermedad hepatica proviene de evidencias epidemioldgicas. Estas
evidencias demuestran un nexo etioldgico entre el consumo elevado de etanol
y la aparicién de CH, que padeceran entre el 8 y el 20% de los pacientes (6-8).
La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), descrita en 1980 por Ludwig y cols
(9) como un sindrome anatomo-clinico caracterizado por la presencia de
lesiones histoldgicas hepaticas similares a las de una hepatopatia alcohdlica
pero en pacientes que no consumen etanol, y que presentan unas
caracteristicas clinicas comunes como la mayor prevalencia en el sexo
femenino, en pacientes obesos y en diabéticos. La denominacion de EHNA no
abarca todo el espectro de la enfermedad, por lo que el término como
Enfermedad Hepatica por Depdsito de Grasa (no alcohdlica) (EHDG) se
considera mas adecuado. La EHDG es un problema médico en aumento en el
mundo occidental y su verdadera prevalencia no esta bien establecida,
estimandose entre el 10 y el 24% de la poblacién general, y la de la EHNA

entre el 2 y 3% (10-12).

2.- HEPATITIS CRONICA POR VHC

2.1.- EPIDEMIOLOGIA DEL VHC

La infeccidn por el VHC es endémica en todo el mundo con una prevalencia

estimada del 3%, lo que supone alrededor de 170 millones de personas

infectadas, aunque la prevalencia varia segun las regiones y paises (13). En
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Espaina la prevalencia es similar a la de otros paises europeos, y se encuentra
entre el 0,5 y el 2,4% segun el grupo de poblacidn evaluado (14). El calculo de
la prevalencia de la infeccion por el VHC a partir de la poblacion donante de
sangre probablemente infraestima su verdadera prevalencia al ser una
poblacion de bajo riesgo (15). Las cifras de prevalencia pueden variar segun el
tipo de técnica de determinacién de los anticuerpos frente al VHC o del genoma
virico, por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que se haya realizado
y el grupo de edad de los pacientes incluidos en los diferentes estudios. Varios
trabajos han encontrado un aumento de la prevalencia de la infecciéon por el
VHC con la edad, alcanzando el 10% en pacientes mayores de 60 afios (16,17).

El hecho de que la infeccién por el VHC sea generalmente asintomatica
implica una dificultad para determinar su incidencia real. Adn asi, en un estudio
estadounidense realizado sobre poblacién general, se ha sefialado una
disminucion de los nuevos casos de hepatitis C diagnosticados en probable

relacion al control de los factores implicados en su transmision (18).

2.1.1.- Vias de transmision

2.1.1.1.- Via parenteral

Segun los estudios epidemioldgicos realizados es la via de transmision mas

eficaz. Los factores de riesgo relacionados son:
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a) Adiccion a drogas por via intravenosa

La prevalencia de la infeccion por VHC en este grupo en Espana varia
desde el 50 hasta el 90% (14). La transmision de la infeccion esta en relacion
con la costumbre de compartir las jeringuillas y su adquisicién se produce

dentro del primer afo (19).

b) Transfusidon de hemoderivados

Las transfusiones sanguineas fueron en el pasado el principal factor de
riesgo para la infeccion por el VHC en los paises desarrollados, siéndolo aln en
los paises en vias de desarrollo (20). El riesgo actual se estima en 0,001% por
unidad transfundida (21), no habiéndose detectado en Estados Unidos por los
CDC de Atlanta (Centres for Diseases Control and Prevention) ningln caso de
hepatitis C aguda transmitida por transfusion desde 1994 (15). Los pacientes
hemofilicos o con talasemia han sido un grupo de riesgo, dada la

politransfusion de hemoderivados a la que son sometidos.

¢) Hemodialisis

Los pacientes sometidos a hemodidlisis presentan una elevada prevalencia
de infeccidon por el VHC. En este grupo de pacientes se viene detectando una
disminucién de la prevalencia de la infeccién por el VHC hasta un 9,3% en
1997 (22), siendo factores de riesgo ademas de la politransfusion, el nimero
de afios en hemodialisis, la didlisis peritoneal y la prevalencia de infeccion por

VHC propia de cada unidad.
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d) Trasplante de 6rganos

Los pacientes sometidos a un trasplante de érgano sdlido presentan una
alta prevalencia de infeccidon por el VHC. Si bien en el trasplante hepatico la CH
por el VHC es una causa importante de indicacion del mismo y en el renal la
hemodialisis previa es un factor de riesgo claro, el propio injerto puede
relacionarse con su adquisicidn tras el trasplante. La infeccion se transmitira de
manera casi universal cuando un 6rgano proceda de un donante VHC positivo

(23,24).

e) Riesgo ocupacional

Los trabajadores sanitarios presentan una prevalencia similar a la de la
poblacion general en contraposicion a estudios en los primeros afios 90, que
sugerian una prevalencia hasta 3 veces superior (15,25). El riesgo de
transmisién tras una exposicion accidental se ha relacionado con el tipo de
aguja y de su potencial contaminacién con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (25). La incidencia es baja, estimandose en el 1%, si bien hay
estudios que la sitan alrededor del 10% si se analiza la positividad del ARN del
VHC por PCR (26). En un estudio espafol, publicado en el afio 1998, no se

detectaron seroconversiones tras el accidente laboral (27).

2.1.1.2.- Otras vias de transmision

Aproximadamente un 40% de los pacientes con infeccién por el VHC no

refieren antecedentes de riesgo parenteral (28). Diferentes estudios
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epidemioldgicos han identificado otras vias de transmision, consideradas como

de bajo riesgo, que pueden jugar un importante papel, como son:

a) Via sexual

Aunque se acepta su relacién con la transmision del VHC su relevancia es
pequena. En un estudio espafol sobre parejas heterosexuales estables la
prevalencia fue del 1,59% (29), mientras que otros autores incrementan la
cifra hasta el 5%, pero sin excluir otras vias posibles de transmision
concomitantes (30,31). Se establecen como principales factores de riesgo la
edad, un elevado numero de parejas sexuales, no usar preservativos,
relaciones sexuales traumaticas, la relacion homosexual y el antecedente de

otras enfermedades de transmision sexual (15).

b) Transmision vertical

La transmision del VHC por esta via se estima alrededor del 5%. No se ha
demostrado influencia del tipo de parto o de la lactancia materna en su
transmisién (32,33). La elevada viremia y la coinfeccion por el VIH de la madre
se relacionan claramente con la transmisién del VHC, elevando este ultimo

factor la incidencia hasta el 14-17% (33,34).

) Transmision intrafamiliar
El riesgo en este grupo proviene del uso compartido de utensilios
domésticos y de aseo, y en el caso de las parejas la posibilidad de la

transmisién por via sexual. Los datos son contradictorios y, en conclusion,
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parece que su importancia en la transmision es baja o practicamente nula

(35,36).

d) Miscelanea

La via de transmisidon por punciones percutaneas es poco frecuente y se
pone en relacion con la ausencia de esterilizacion del material en casos debidos
al afeitado en barberias, a la realizacién de sesiones de acupuntura, tatuajes o
“piercing” (15,19). También se ha descrito, de forma anecdética, la transmisién
tras salpicadura a la conjuntiva de sangre contaminada (37) o tras la

realizacién de una colonoscopia (38).

2.2.-  HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VHC

El curso evolutivo de la enfermedad hepatica por el VHC es variable y

puede asociarse con manifestaciones extrahepaticas. Para su descripcion

podemos distinguir los siguientes escenarios.

2.2.1.- Infeccion aguda

Del 70 al 80% de los casos de infeccién aguda por el VHC cursaran de
forma asintomatica, mientras que el resto de los casos presentaran una clinica
semejante a una hepatitis aguda por otros virus hepatotrépos. La evolucion a

hepatitis aguda fulminante es excepcional (39).
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Entre el 70 y el 85% de los pacientes evolucionaran hacia la cronificacion
de la infeccidn y solamente entre el 15 y el 30% de los pacientes resolveran sin

secuelas la hepatitis aguda (18,40-42).

2.2.2.- Infeccion cronica

Se considera la evolucidon a la cronicidad cuando persiste la viremia
detectable en el suero, por un periodo de tiempo superior a 6 meses. Se han
estudiado los factores relacionados con la evolucidon a cronicidad de la
infeccion, encontrandose diferencias segun la edad, sexo, raza, clinica y estado
del sistema inmunitario del paciente en el momento de la infeccién. Se ha
observado una menor tasa de cronicidad en los grupos de menor edad en el
momento de la infeccidn y, en especial, en el sexo femenino; mientras que se
observa mayor cronicidad en la raza negra (43-46). Se ha identificado que
aquellos pacientes que presentan una hepatitis aguda sintomatica con ictericia
presentan un mayor porcentaje de resolucién de la infeccién respecto a la
presentacion asintomatica (47,48). Los pacientes con infeccion por el VIH y
aquellos con agammaglobulinemia evolucionan a la cronicidad en un porcentaje
superior al 90%, lo que sugiere el papel de un estado de inmunodeficiencia
como predisposicidn hacia la cronicidad (49,50).

Una vez establecida la infeccidon cronica por el VHC, se pueden diferenciar
dos grupos de pacientes segun la concentracion sérica de transaminasas. Se ha
comprobado que alrededor del 25% de los pacientes con infeccidn cronica por

el VHC tienen transaminasas dentro del rango de la normalidad (51,52), asi

10
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como una lesidn hepatica mas leve y una menor tendencia a la progresion del
estadio fibrotico que los pacientes con transaminasas elevadas (53-55). Existe
controversia sobre la evolucidon mas benigna de la infeccion por el VHC en estos
pacientes, puesto que un porcentaje significativo presentan elevacion de las

transaminasas durante su seguimiento (55).

2.2.3.- Cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular

La tasa de progresion hacia la CH oscila entre el 2,1 y el 42% segun el tipo
de estudio realizado (56). En un estudio reciente, basado en una revision de la
literatura publicada hasta ese momento (57), se calculd una tasa de progresion
a CH, tras 20 afios de infeccion por el VHC, del 24% en pacientes con
antecedente transfusional, del 22% en series de hospitales, del 7% en estudios
poblacionales y del 4% en donantes de sangre. Se identificaron como factores
asociados con una mas rapida progresion de la fibrosis la adquisicion de la
infeccion a una mayor edad, el sexo masculino y la ingesta alcohdlica. No existe
evidencia del papel de factores dependientes del virus como genotipo, carga
virica sérica y cuasiespecies, en la progresion de la fibrosis, mientras que la
coinfeccién con otros virus (VHB y VIH), la sobrecarga férrica, la obesidad y los
factores antes comentados, edad de adquisicion e ingesta de alcohol, si
condicionan una mayor rapidez en su progresion, existiendo controversia sobre
el papel del sexo en la misma (56,58).

La HC por el VHC es una de las causas mas frecuentes de CHC. Este

generalmente asienta sobre una CH, en relacién con los procesos de lesion,

11
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necrosis, inflamacion y regeneracion que se producen durante la misma (59).
En un estudio realizado en pacientes con CH por VHC, con seguimiento a largo
plazo, se evidencid una tasa de aparicion de CHC del 13,4% a 5 afos (60). La
persistencia de transaminasas elevadas durante esta fase de la enfermedad se

ha relacionado con la aparicion del CHC (61,62).

2.2.4.- Otras manifestaciones de la infeccion por el VHC

Los sindromes extrahepaticos asociados a la infeccion cronica por el VHC
pueden contribuir de manera significativa a la morbilidad de la infeccion. La
patogenia parece estar mediada por mecanismos autoinmunes. El mas
frecuente y significativo es la crioglobulinemia mixta esencial y, en segundo
lugar, la glomerulonefritis membranoproliferativa, pudiendo ambas expresarse
dentro de un mismo sindrome o por separado (63).

Otras manifestaciones reconocidas son la presencia de autoanticuerpos y
enfermedad autoinmune hepatica, tiroiditis autoinmune, glomerulonefritis
membranosa  por depdsito de inmunocomplejos, manifestaciones
dermatoldgicas como liquen plano, porfiria cutanea tarda o vasculitis asociada a

la crioglobulinemia, y el linfoma no Hodgkin B (63-67).

2.3.- HISTOLOGIA DEL VHC

La realizacién de una biopsia hepatica en la HC por el VHC cumple

diferentes propdsitos como la confirmacion del diagnostico, la evaluacién de la

12
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gravedad de las lesiones necroinflamatorias y fibrosas, el despistaje de posibles
procesos concomitantes y la valoracion de la respuesta terapéutica (68).

Las lesiones histopatoldgicas de una HC por VHC no son patognomodnicas,
pero el infiltrado linfocitario sinusoidal, la degeneracion aciddfila y los
agregados linfoides portales son en conjunto bastantes especificos de la
infeccion crénica por el VHC (69).

En 1981 Knodell y cols (70) introdujeron el primer sistema descriptivo
semicuantitativo y reproducible de las lesiones histologicas de las HC viricas y
que sirve todavia hoy de referencia. De este modo, se propuso una
metodologia, una terminologia y el desarrollo de un sistema para la evaluacién
de la progresion y la respuesta al tratamiento en biopsias seriadas de pacientes
con HC. El sistema se basa en 3 categorias para las lesiones necroinflamatorias
(periportal, portal y lobulillar) y una categoria para la fibrosis, cuya suma
produce un indice global de actividad (indice de actividad histoldgica). Segun
se ha progresado en el conocimiento de las HC se han propuesto nuevos
sistemas para la valoracion del grado inflamatorio y del estadio fibrético
propuesto por Knodell y sus colaboradores.

La descripcién de la lesién se expresa segun el “grado” que se refiere a la
lesion necroinflamatoria que indica la actividad de la enfermedad hepatica y es
el parametro potencialmente con mayor respuesta al tratamiento, y el “estadio”
en relaciéon con la fibrosis que indica la progresién a largo plazo de la
enfermedad (68). Basados en esta clasificacion histoldgica de la lesidn hepatica
los principales sistemas que se han desarrollado posteriormente son el de Ishak

(71), la modificacion del indice de actividad histoldgica de Knodell por los
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mismos autores (72), el METAVIR (73) propuesto para la valoracion de la HC
por el VHC y el sistema de Scheuer (74) descrito originalmente para HC viricas
pero también utilizado para HC no viricas, que da el mismo peso a la afectacién
portal y lobulillar, agrupando la lesién portal y periportal en una categoria, y
que para algunos autores es el que mejor refleja las lesiones en la HC por el
VHC (75,76) y que es el que se ha utilizado en el presente trabajo de Tesis
Doctoral (Tabla 2). Un sistema posterior propuesto por Ludwig y cols (77) es

similar al de Scheuer.

TABLA 2

Sistema para la clasificacion de las hepatitis cronicas de Scheuer

Actividad necroinflamatoria
Grado Actividad portal/periportal Actividad lobulillar
0 No inflamacién portal No inflamacién lobulillar
1 Inflamacién portal Inflamacién sin necrosis
2 Necrosis erosiva leve Necrosis focal
3 Necrosis erosiva moderada Necrosis focal moderada o grave
4 Necrosis erosiva intensa Necrosis en puentes

Fibrosis

Estadio
0 No fibrosis
1 Fibrosis portal
2 Septos (arquitectura intacta)
3 Septos (arquitectura distorsionada)
4 Probable o definitiva cirrosis
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2.4.- PATOGENIA DE LA LESION HEPATICA POR EL VHC

2.4.1.- Inflamacién

La patogenia de la lesion necroinflamatoria inducida por el VHC reside en
un mecanismo inmunoldgico a través de una respuesta inmune humoral, y
celular inespecifica (mediada por células natural killer) y especifica frente a
diferentes antigenos o proteinas viricas (78). La cronicidad de la infeccion
parece residir en la capacidad del VHC en evadir la respuesta inmunoldgica y
en la intensidad de la respuesta inmune celular, tanto a nivel de los linfocitos
cooperadores Th1 como de los linfocitos T citotdxicos especificos frente al VHC
(79).

Durante el proceso inflamatorio desencadenado en el higado por la
infeccion por el VHC, se producen quimioquinas y citoquinas proinflamatorias
que activan a las células del endotelio vascular, aumentando la expresion de
moléculas de adhesidon en su membrana. Las 3 moléculas de adhesion
principales son ELAM-1 (molécula de adhesion endotelial para leucocitos),
ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular) y VCAM-1 (molécula de adhesion a
células vasculares), siendo esta Ultima la fundamental para la adhesion al
endotelio de los linfocitos, mediante su interaccién con la integrina VLA-4 de la
membrana linfocitaria (79). Estas moléculas de adhesion participan en el
reclutamiento y migracion de los linfocitos T especificos desde el espacio
intravascular al parénquima inflamado (80). Se ha demostrado que la expresion

de VCAM-1 aumenta en las células sinusoidales de forma paralela al aumento
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de la intensidad de la lesion hepatocelular (81). También se ha descrito la
neoformacion de microvasos en los espacios porta de pacientes con HC virica,
lo que sugiere su relacién con la respuesta inflamatoria y estableceria un factor
facilitador de la extravasacién y reclutamiento de linfocitos, aunque su
significado definitivo es aun desconocido (82).

Posteriormente los linfocitos reclutados protagonizan la respuesta inmune
celular especifica, que se puede describir en cuatro fases. En la primera fase,
de adhesion celular, se produce la interacciéon de las células presentadoras de
antigeno, células diana y linfocitos efectores a través de las moléculas de
adhesion intercelular. Entre estas ICAM-1, expresada en la membrana de la
célula diana, media la adhesién del linfocito efector, siendo un paso
determinante para el inicio de la respuesta inmune celular. Ademas se ha
demostrado la relacion de su expresibn con el grado de actividad
necroinflamatoria en las areas periportal y lobulillar, en pacientes con HC por el
VHC y su modulacién con el tratamiento antivirico (83). En un segundo paso,
se produce el reconocimiento por parte de los linfocitos T citotoxicos de los
antigenos viricos expresados en la membrana de las células diana en
conjuncion con los antigenos HLA de clase I. Este requisito es imprescindible
para la activacion de los linfocitos T citotdxicos y posterior lisis de los
hepatocitos infectados, que conforma la tercera y cuarta fases de la respuesta
inmune celular (79). Las citoquinas producidas y liberadas como consecuencia
del proceso inflamatorio van a participar en la perpetuacion del dafo tisular,

como ocurre con el factor de necrosis tumoral a (TNFa) (84). Otras moléculas,
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como la oxido nitrico sintasa inducible (NOS-2), han sido implicadas en la
patogenia del proceso inflamatorio (85).

Estudios recientes han puesto de manifiesto la existencia de nexos de
unidon entre la inflamacién y la fibrogénesis en la HC por el VHC. Asi se ha
demostrado una correlacion directa entre los niveles de VCAM-1 soluble y los
indices de fibrosis hepatica (86), y el proceso de neoformacion vascular con la
produccion de endoglina por las células endoteliales, que sirve de receptor para

el factor transformante del crecimiento B (TGF-1) (82).

2.4.2.- Fibrosis

Fibrosis hepatica es un término histopatoldgico que se refiere al acimulo
de proteinas fibrilares en la matriz extracelular (MEC), con o sin inflamacion
acompanante, y de forma localizada o difusa en el parénquima hepatico. La
extension de este proceso, con la formacion de puentes que conectan areas
portales y centrales, que finalmente conforman densas bandas que engloban
nodulos de hepatocitos, da lugar a la CH (87).

La fibrosis hepatica es uno de los cambios histopatoldgicos mas
caracteristicos de las hepatopatias crénicas indicando su gravedad

independientemente de la etiologia (88).
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2.4.2.1.- La matriz extracelular normal

La MEC es un compartimento muy limitado en el higado normal. La MEC se
refiere al conjunto de macromoléculas que conforman el andamiaje del higado,
y se halla restringida al espacio entre el hepatocito y el endotelio vascular,
denominado espacio de Disse, en los espacios porta, alrededor de las venas
centrales y en la capsula hepatica. La MEC contribuye a la formacion de las
membranas basales, a la estructura del lobulillo y de los espacios porta, en
suma a la integridad estructural del higado (87,89,90).

En la composicion de la MEC se distinguen diferentes proteinas que
clasicamente se han agrupado en colagenos, glicoproteinas y proteoglicanos.
Entre los colagenos podemos diferenciar dos clases moleculares principales: las
especies fibrilares (I, II, III, V y XI) y los no fibrilares que son un grupo
heterogéneo y que puede ser subdividido segun su funcidon y localizacién
tisular.

A nivel del espacio sinusoidal se encuentran los colagenos de las especies
fibrilares tipo I, III, y V, y los colagenos no fibrilares tipo IV, VI y XVIII. Entre
las glicoproteinas mas importantes se hallan la fibronectina y la laminina. Los
proteoglicanos son moléculas encargadas de regular el ensamblaje de la MEC
estabilizando su arquitectura, y tienen un papel importante en la organizacion
espacial de los polimeros estructurales, siendo el mas importante en la MEC
perisinusoidal el heparan sulfato. Esta MEC de baja densidad es fundamental
para el mantenimiento de las funciones diferenciadas de las células residentes

en el higado, los hepatocitos, las células del endotelio vascular y dos tipos
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celulares muy importantes que se encuentran en el espacio de Disse, entre las
células del endotelio vascular y los hepatocitos, las células de Kupffer, que son
parte del sistema reticuloendotelial del organismo y con un papel relevante en
los procesos inflamatorios hepaticos, y las células de Ito, perisinusoidales o
estrelladas (CE). Estas células son lipocitos que acumulan vitamina A y que al
activarse se transforman en miofibroblastos, y producen colageno en respuesta

a estimulos inflamatorios (87,89-92).

2.4.2.2.- La matriz extracelular en la fibrosis hepatica

La respuesta al estimulo fibrogénico se produce en cuatro fases
secuenciales y solapadas (93) que van desde la formacion del infiltrado
inflamatorio y activacion de las CE, la alteracion de la MEC local, la migracion y
proliferacién de las CE vy la fase final con el depdsito de una MEC densa.

De entre todos los mecanismos fisiopatoldgicos que provocan la fibrosis
hepatica, el eje central es la activacion de las CE que podemos separar en dos
fases: iniciacion y perpetuacidon, que se refieren a la conversidon de las células
quiescentes en miofibroblastos contractiles, fibrogénicos y proliferativos

(90,94).

2.4.2.2.1.- Iniciacion

Este primer paso en la activacion de las CE esta asociado con rapidos

cambios en la expresién de genes que favorecen la respuesta de las células a
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las citoquinas y factores de crecimiento (90). Asi, los cambios iniciales en las CE
reflejan la accion estimuladora paracrina de diferentes citoquinas y
quimioquinas, liberadas por células de Kupffer, del infiltrado inflamatorio,
endoteliales y hepatocitos. También intervienen en esta fase los radicales
superoxido y los productos de la peroxidacién lipidica, que se liberan de los
hepatocitos dafiados y por las células de Kupffer y del infiltrado inflamatorio
(95).

A su vez los linfocitos que residen en el higado y los del infiltrado
inflamatorio secretan citoquinas, observandose en modelos experimentales que
una respuesta Th2 favorece la fibrogénesis respecto a la Thl. Ademas
intervienen diferentes citoquinas y factores de crecimiento (PDGF, TGF-B,
TNFa, IGF-1, EGF, IL-6) que favorecen tanto la mitogénesis como la
fibrogénesis. El factor regulador o inhibidor de la activacién de las CE es el
IFNy. La lesion sobre las células del endotelio vascular va a desencadenar la
liberacion de fibronectina y una cascada de sefales intracelulares que provocan
proliferacién, migracion y activacion celular. Las quimioquinas juegan un
importante papel en la migracién y posterior activacion de las CE, y se ha
demostrado en este proceso la importancia de la activacién del factor nuclear
kappa-B (NF-kB), que actia como activador de la transcripcion de genes

proinflamatorios en las células de Kupffer principalmente (94,96-98).
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2.4.2.2.2.- Perpetuacion

En esta fase se produce un cambio del aspecto morfolégico de las CE a
miofibroblastos, asi como cambios funcionales detectables como son la
disminucidn del retinol intracelular, expresion de o-actina de musculo liso, la
expresion de receptores para el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), y un aumento de la proliferacion celular y la produccion de
componentes de la MEC (91,94,95,98). Este cambio fenotipico de las CE sera
mantenido y amplificado por la remodelacidon de la MEC, que comentaremos en
el siguiente punto, y por mecanismos de perpetuacion que describimos a
continuacion (90).

El incremento del nimero de CE durante el dafio hepatico refleja la
activacion de factores mitogénicos, que estimulan la proliferacion y la migracion
de las CE activadas. El PDGF es el estimulo proliferativo mas potente para las
CE activadas ademas de poseer una actividad quimiotactica junto al factor de
crecimiento derivado de la insulina (IGF-1) (94,98).

El aumento de la produccion de componentes de la MEC por las CE
activadas esta mediado principalmente a través de la accion del TGF-B
(94,98,99). La activacion de las CE conlleva un gran incremento de su
capacidad contractil que produce un progresivo aumento de la resistencia al
flujo de la sangre y finalmente el aumento de la presidén portal del higado
cirrotico (94,98). Este aumento de la contractilidad de los miofibroblastos
parece ser proporcional al grado de la lesion hepatica. Las células endoteliales

y las CE son los elementos mas importantes en la regulacion de la resistencia
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intrahepatica, estando ambas células asociadas a través de secrecidén de
sustancias con acciéon paracrina, como la liberacién de o6xido nitrico (NO) por
las células endoteliales y su efecto relajante sobre las CE, o de la endotelina y
su efecto vasoconstrictor. Estas sustancias parecen tener también accién sobre
la fibrogénesis hepatica (90,100)

Otros eventos son la pérdida del retinol intracelular, proceso cuya
implicacion en la activacion de las CE no se conoce con exactitud, y la
liberacion de citoquinas con accidon reguladora de su activacion y otras con
accion quimiotactica sobre células inflamatorias (94,98).

Los miofibroblastos aumentan la sintesis y secrecién de componentes de la
MEC durante todo el proceso. Se producen cambios cualitativos como el
predominio del coladgeno I, sobre el III y el IV, que también se encuentran
incrementados (88). Esto conlleva la modificacion de una matriz de baja
densidad subendotelial a una fibrilar rica en colageno lo que afecta al
comportamiento de hepatocitos, células del endotelio vascular y CE. Segln
persiste el dafo, la fibrosis se va convirtiendo en un fendmeno cada vez menos
reversible, por el refuerzo de las uniones covalentes entre las proteinas de la
MEC. Si la noxa desaparece, el mismo sistema que lleva a la formacion de la
fibrosis produciria la remodelacion de la MEC y eliminacion del exceso de
proteinas y de células con el posible restablecimiento de la arquitectura tisular
normal (93). A nivel tisular observariamos un descenso de las CE activadas
cuyo mecanismo no se conoce todavia bien, pero que dependeria de una

regresion a un estado quiescente o de mecanismos de apoptosis (94,98).
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2.4.2.2.3 Remodelacién tisular y Metaloproteinasas

La MEC es un medio dinamico y su alteracién esta implicada a su vez en la
activacion de las CE. Tanto la nueva sintesis de proteinas de matriz como la
degradacién de la MEC, por parte de las metaloproteinasas (MMPs), producidas
en gran parte por las propias CE, van a ser importantes en este sentido.
Ademas, la degradacién de la MEC comporta la liberacion de citoquinas
retenidas en ella y su recuperacion funcional (93,94,98).

Las MMPs son una familia compuesta de diferentes enzimas, calcio y zinc
dependientes, liberadas en forma inactiva desde las células y que se clasifican
en 5 grandes grupos segun su sustrato mas especifico: colagenasas
intersticiales (MMP-1, MMP-8), gelatinasas (MMP-2, MMP-9), estromelisinas
(MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11), tipo membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) y metaloelastasas (MMP-12). Las MMP-2 y
MMP-9 son de especial importancia en la fibrogénesis hepatica al hallarse
involucradas en la degradacion de la membrana basal de baja densidad del
espacio de Disse (90,101).

En la activacion y regulacion de las MMPs se encuentran implicadas
multiples proteinas, como la plasmina o el TGF-B1, dentro de un complejo
mecanismo segun cada tipo de MMPs. En la regulacion extracelular de la
actividad de las MMPs las moléculas mas importantes son los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs) (90,101). Diversos estudios, tanto a

nivel experimental como en muestras de pacientes con HC, han demostrado la
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relacion entre el aumento de la expresion y la activacion de diferentes MMPs y

la progresion de la fibrosis hepatica en la HC por el VHC (102-104).

2.4.3.- Hepatocarcinogénesis

Se han identificado diferentes factores de riesgo de CHC como la infeccién
crénica por el VHB y el VHC, que suman mas del 80% de los casos de CHC en
el mundo. Otros factores son la exposicion a la aflatoxina B;, el tabaquismo vy el
consumo de alcohol. Enfermedades genéticas como la hemocromatosis, la
porfiria o el déficit de a;-antitripsina también suponen un factor de riesgo. En
todo caso, la CH por si misma y de cualquier etiologia, es un factor de riesgo
de CHC ya que al menos del 60 al 80% de los CHC se desarrollan sobre una
CH. Esto podria sugerir la existencia de diferentes vias patogénicas para el CHC
que aparece sobre un higado cirrético o en un higado sin cirrosis (105,106).

La carcinogénesis se entiende como un proceso con multiples etapas que
se van acumulando hasta llegar al tumor maligno y su diseminacién. En el caso
del CHC el dafio hepatico crdnico por diferentes causas produce inflamacion,
muerte celular, regeneracion celular y cirrosis, dafio del ADN, displasia y
finalmente CHC (106). Esta actividad necroinflamatoria en el higado y el posible
desarrollo de CH, produce cambios a nivel genético con activacion de proto-
oncogenes e inactivacion de genes supresores. Los efectos que se observan
derivados de estos cambios genéticos son defectos en el control proliferativo

celular y en la muerte celular programada (apoptosis), resistencia a
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quimioterapicos, defectos en la diferenciacion celular y adquisicién de
capacidades angiogénicas y metastasicas (105).

El estrés oxidativo y la inflamacidn cronica se han asociado a un aumento
del riesgo de cancer. La hipotesis es que la generacion de especies reactivas
derivadas del estrés oxidativo causa mutaciones en genes relacionados con el
cancer o altera la funcidén de proteinas que intervienen en la regulacién de la
reparacion del ADN, del ciclo celular y la apoptosis (105,106). Etiologias que
producen acumulacion del hierro o del cobre intrahepatico generan especies
reactivas derivadas del oxigeno o del nitrégeno que producirian el dafio
comentado, siendo uno de los genes mas frecuentemente afectados el p53,
gen supresor por excelencia. En el caso de etiologias viricas como el VHB, la
accion sobre el genoma celular por la integracion del gen HBx o bien de la
proteina, altera la accién de genes como el p53 inactivando la apoptosis o la
reparacion de nucledtidos dependientes de p53 (105). En el VHC no se conoce
bien su posible mecanismo pro-oncogénico, aunque es en esta etiologia donde,
casi de forma invariable, el CHC se produce sobre una CH de base. En todo
caso existen evidencias de la interaccion del VHC con genes reguladores de la

proliferacion y la diferenciacién celular (107).

25



Introduccion

3.- METABOLISMO DE LOS EICOSANOIDES

Los productos derivados del metabolismo del acido araquidonico (AA) se
denominan de forma colectiva eicosanoides. Estos compuestos afectan a
multiples vias de sefializacion intracelulares que modulan un amplio espectro de
funciones fisioldgicas como la inflamacion, la ovulacion, la respuesta inmune y

la mitogénesis (108,109).

3.1.- ACIDO ARAQUIDONICO Y LIBERACION DESDE LA MEMBRANA CELULAR

El primer paso en la produccidn de eicosanoides es la liberacion del AA de
la membrana fosfolipidica por la accion de la fosfolipasa A, (PLA) en respuesta
a diferentes estimulos (bradiquinina, angiotensina II, trombina, histamina,
leucotrienos (LT), citoquinas, factores de crecimiento) y la fosfolipasa C que
cataliza la formacién de AA vy glicerol a partir de los fosfolipidos liberados de la
membrana celular. La actividad de las fosfolipasas es el paso limitante que
condiciona la velocidad de sintesis de los eicosanoides (108).

Una vez liberado el AA puede volver a la membrana como fosfolipido,
difundir al medio extracelular sin causar efecto alguno o ser metabolizado por
diferentes sistemas enzimaticos como el de la ciclooxigenasa (COX), la
lipoxigenasa (LPO) y el del citocromo P-450, que catalizan la sintesis de
prostaglandinas (PG), LT, y productos derivados de la via de la epoxigenasa,

respectivamente (Figura 1) (108).
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FIGURA 1: Metabolismo del acido araquiddnico
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3.2.- VIA DE LA CICLOOXIGENASA: SINTESIS DE PROSTANOIDES

3.2.1.- Actividades enzimaticas de la ciclooxigenasa

La COX o prostaglandina endoperdxido-sintetasa (PGH-sintetasa) cataliza
la transformacion del AA a PGH,. La PGH-sintetasa posee dos actividades
cataliticas, la primera ciclooxigenasa que produce un endoperdxido intermedio
denominado PGG,, sobre el cual actia la segunda actividad catalitica que es
una peroxidasa y la transforma en PGH, (108).

A partir de la PGH, por accion de diferentes endoperdxido isomerasas se
sintetizan la prostaciclina (PGI,), PGD,, PGE,, PGF,, y los tromboxanos (TXA)
dependiendo de la maquinaria enzimatica presente en los diferentes tipos

celulares (108,110).

3.2.2.- Mecanismo de accion de los prostanoides

Las PG ejercen su accidn bien a nivel intracelular, a través de receptores
nucleares como los de clase PPAR (receptores de activacion de la proliferacion
peroxisomal) que actlan como factores transcripcionales tras la union al
ligando (110,111), o como mediador paracrino, donde su accidon es
consecuencia de la interaccion con diferentes receptores de las membranas
celulares asociados a proteinas G. En la mayoria de los casos, la interaccidon con

su receptor desencadena la activaciéon del sistema adenilciclasa, con el
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aumento de AMPc, o de la fosfolipasa C y aumento de la concentracion de

calcio intracelular y diacilgliceroles (108).

3.2.3.- Efectos de los prostanoides

Los eicosanoides son producidos en casi todas las células, por tanto
estan involucrados en la mayoria de las funciones organicas. En el caso de los
productos derivados de la accién de la COX, las funciones mas importantes en

las que intervienen son:

- En el proceso inflamatorio con accidn a nivel vascular produciendo
vasodilatacion y aumento del flujo sanguineo local. Favorecen la accidon de
otros mediadores, como la bradiquinina, que favorece el aumento de la
permeabilidad vascular. Ademas a nivel del sistema nervioso central
desempefian un papel importante en la génesis de la fiebre y en el sistema
nervioso periférico sensibilizan las terminaciones nociceptivas produciendo

hiperalgesia localizada (108,110,111).

- En el lecho vascular ejercen importantes acciones sobre la funcidn
plaquetaria, siendo por ejemplo la PGI,, sintetizada a nivel del endotelio
vascular, uno de los inhibidores mas potentes de la agregacion plaquetaria.
Ademas producen el efecto vasodilatador ya previamente comentado

(108,111,112).
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- Sobre la respuesta inmunitaria ejercen una accién reguladora con

inhibicidn de la proliferacion y funcion de los linfocitos (108).

- Su accion sobre la funcién renal se ejerce en la médula renal con
modulacién del tono vascular y de la homeostasis del sodio y agua a través de
la regulacion de la hemodinamica glomerular, la reabsorcidon tubular y de la

secrecion de renina (108,111,112).

- Sobre el tracto gastrointestinal sus acciones mas conocidas son a nivel
gastrico con aumento del flujo sanguineo, de la produccion de moco y
bicarbonato y efectos protectores frente a agentes lesivos sobre la mucosa. En
el intestino tienen un papel en la regulacién de la motilidad gastrointestinal y

de la secrecién (110,113).

- Ademas ejercen otras acciones importantes en el arbol bronquial, en el
metabolismo 0seo, en drganos endocrinos, y en el sistema reproductor

masculino y femenino (108,110-112).

3.3.- ISOFORMAS DE LA ENZIMA CICLOOXIGENASA

En 1989 se identificO una segunda isoforma de la enzima COX con una
estructura muy similar pero con una diferencia sustancial en cuanto al patrén
de expresidn y su biologia (114). La razon para la existencia de dos isoenzimas

de la COX es todavia desconocida.
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La isoforma COX-1 se expresa de forma constitutiva en practicamente
todos los tejidos, lo que se sugiere que su funcidn principal es la produccion de
PG para la regulacion homeostatica. En cambio la isoforma COX-2 es inducible
y en condiciones basales sus niveles son practicamente indetectables. Pero
como respuesta a diferentes estimulos como el lipopolisacarido (LPS),
interleuquina 1 (IL-1), TNFa, endotoxina y estrés oxidativo entre otros, se
produce un aumento de su expresién y de la produccion de PG y TXA (figura 2)
(109,110,115,116).

Estudios mas recientes han hallado tejidos como el cerebro, la macula
densa renal y la placenta que expresan COX-2 de forma constitutiva, y por
tanto, también juega un papel importante en procesos fisioldgicos normales

(112,117).
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Célula en condiciones normales

Bradiquinina
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Figura 2

La COX-1 es una enzima constitutiva que produce eicosanoides con accion para o autocrina
para la regulacion homeostatica de la célula en condiciones normales. En cambio, ante
determinados estimulos patoldgicos se induce la expresion de novo de COX-2 que produciria
eicosanoides tanto desde su localizacion en el reticulo endoplasmico, como desde la membrana

perinuclear. (Plip: Fosfolipidos de la membrana celular; PL: Fosfolipasas)
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4.- CICLOOXIGENASA 2 (COX-2)

4.1.- ESTRUCTURA GENOMICA Y MOLECULAR

El gen de la COX-2 esta compuesto de 10 exones con un tamafo de 8,3
kilobases y localizado en el cromosoma 1 (1g25.2-25.3), frente al de la COX-1
que se encuentra en el cromosoma 9 (109).

El promotor del gen de la COX-2 contiene una caja TATA vy sitios de unién
para diferentes factores de transcripcién, como el NF-kB o el factor nuclear
para la expresion de interleuquina 6 (NF-IL-6), que estan implicados en la
induccién de COX-2 en respuesta a diversos estimulos (109,112,117).

La estructura tridimensional obtenida mediante cristalografia por rayos X es
idéntica entre ambas isoformas de la COX, al igual que su actividad catalitica y
su inhibicion por parte de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). La COX-
2 tiene un peso molecular de 71 kD y esta formada por unos 600 aminoacidos,
compartiendo un 63% de su secuencia con la COX-1. Los residuos del canal de
union con el ligando, los sitios cataliticos y los residuos inmediatamente
proximos son idénticos salvo por dos posiciones (Ile por Val en posiciones 434
y 523) (111,112). También existen diferencias en sus terminaciones NH, y

COOH (109).
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4.2.- LOCALIZACION CELULAR

Mientras que la COX-1 se localiza predominantemente en el reticulo
endoplasmico, la COX-2 se encuentra tanto a nivel perinuclear, en la superficie
interna de la membrana nuclear, como en el reticulo endoplasmico, por lo que
los eicosanoides producidos se distribuiran preferentemente por el nucleo, a
diferencia de las PG producidas por la COX-1, y por tanto ejerceran acciones

moduladoras sobre la transcripcion de genes diana (109).

4.3.- REGULACION DE LA EXPRESION

La COX-2, como hemos comentado previamente, no se expresa en la
mayor parte de los tejidos de mamiferos, pero ésta se induce rapidamente por
la accidn de factores de crecimiento, promotores tumorales, hormonas,
endotoxina bacteriana y diversas citoquinas. La regulacién de su expresion se
produce por diferentes vias, tanto a nivel transcripcional (caja TATA) como
post-transcripcional sobre el ARNm (112,117).

El NF-kB es un factor de transcripcion que se encuentra en multiples tipos
celulares y regula un amplio nimero de genes relacionados con la respuesta
inmune y la inflamacidon. En la célula en reposo se localiza en el citoplasma
celular y ante estimulos apropiados, se libera de las proteinas inhibitorias IkB,
entra en el ndcleo y se une a determinadas secuencias de ADN en numerosos
promotores, activando la transcripcion de dichos genes (118). Existen

evidencias experimentales del papel del NF-kB en la expresiéon de la COX-2. La
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utilizacién de inhibidores del NF-kB producia, en macréfagos en cultivo, una
reduccién concentracién dependiente de la expresion de la COX-2 y de la
produccion de PG (118,119). En otro estudio con células trofoblasticas de rata
en cultivo, la expresion del gen de la COX-2 dependia de la activacion del NF-
kB (120). Todo esto sugiere que la activacién del NF-kB es una via importante

de induccion de la expresidon génica de la COX-2.

4.4.- ACCIONES BIOLOGICAS

Derivado de lo anteriormente expuesto, existen autores que sugieren que
la COX-1 y la COX-2 son sistemas de sintesis de PG parcialmente
independientes. La COX-1 produce prostanoides con accidon extracelular para o
autocrina para la regulacion de la homeostasis del medio, mientras que la COX-
2 tendria dos funciones, la primera en relacion con su localizacion en el reticulo
endoplasmico para aumentar la funcién de la COX-1, y la COX-2 localizada en
la superficie interna de la membrana nuclear como un sistema de produccion
de PG con accién nuclear en la replicacién y diferenciacion celular (figura 2)

(117).
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5.- CICLOOXIGENASA 2 E HIGADO

5.1.- EXPRESION DE LA COX-2 POR LOS HEPATOCITOS

Johnston y Kroening demostraron que los hepatocitos de rata, incluso ante
estimulos apropiados, no expresaban COX-2 a diferencia de otras células
intrahepaticas como las células de Kupffer y las CE (121). Sin embargo los
hepatocitos fetales de rata si expresan la COX-2, perdiendo esta facultad con
su diferenciacion a hepatocitos adultos. El mecanismo de supresién de la
induccién de la expresion de la COX-2 en hepatocitos adultos de rata depende
de factores de transcripcion de la familia de los C/EBP que actuarian a nivel del
promotor del gen de la COX-2 (122). Se desprende de este hallazgo que la
expresion de la COX-2 por los hepatocitos adultos puede ser un marcador de

desdiferenciacion celular.

5.2.- FUNCIONALIDAD DE LA COX-2 A NIVEL HEPATICO

En el higado las PG se han involucrado en la regeneracion hepatica al
estimular la proliferacion de los hepatocitos (123). Los factores de crecimiento
de hepatocitos (HGF) y epidérmico (EGF) provocan la activacion de la PLA, y la
liberacion del AA, con la produccién de PG que actuarian como mediadores
autocrinos y provocarian el aumento de sintesis de ADN (124).

También existen evidencias de su implicacion en la remodelacién tisular

hepatica y por tanto en la fibrogénesis. En cultivos de hepatocitos de rata se
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demuestra la sintesis y liberacion a la MEC de MMP-2 y MMP-9 en respuesta a
la PGE; afiadida al medio de cultivo, siendo ésta paralela al nivel de expresién
de la COX-2 (125).

En la patogenia de la hipertension portal, mediante estudios de modelos
animales, se ha implicado a las PG, fundamentalmente la PGI,, en la
vasodilatacion e hiperemia esplacnica (126-129). Otros estudios mas recientes
han puesto de manifiesto que la produccidn de TXA,, derivado de la COX-2,
juega un papel fundamental en el aumento de la resistencia vascular a nivel
sinusoidal (130,131), aunque el papel patogénico de las PG, en la hipertension

portal sinusoidal, aun no esta establecido (132).

5.3.- EXPRESION DE LA COX-2 EN LAS HEPATOPATIAS CRONICAS

5.3.1.- Hepatopatia alcohdlica

En la patogenia de la lesion hepatica por alcohol juegan un papel
predominante las células de Kupffer, en respuesta al estrés oxidativo y al
aumento de la endotoxina. La activacion del NF-kB por la endotoxina o por
radicales libres produce una intensa expresion de citoquinas pro-inflamatorias,
como el TNFo, y de la COX-2, fundamentalmente en las células de Kupffer
(133). En modelos de enfermedad alcohdlica en ratas se ha demostrado que el
aumento de expresion de la COX-2 esta asociado a la intensidad de la lesidn
necroinflamatoria y al aumento de endotoxina, del TNFa y de la peroxidacién

lipidica (134,135).
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5.3.2.- Hepatopatia virica

Los mecanismos patogénicos de la lesion hepatica por virus no estan bien
definidos. En estudios recientes se estan generando evidencias, cada vez mas
sdlidas, de la participaciéon de la COX-2 en los mismos.

En relacion con el objetivo de evaluar la expresion de la COX-2 y su
implicacion en HC viricas, se han publicado dos articulos recientemente. En el
primero de ellos Cheng y cols (136), observaron un aumento de la expresion
hepatocelular de la COX-2 en muestras de biopsias hepaticas de pacientes con
HC por el VHB. Curiosamente, no encontraron relacion entre el grado de
expresion de la COX-2 y el indice de actividad histoldgica, ni con las
concentraciones séricas de ADN del VHB ni de las transaminasas. En los
pacientes con respuesta histoldgica favorable tras tratamiento antivirico no
observaron cambios en la expresion de la COX-2. En el otro estudio (137) se
demostré la expresion citoplasmatica de la COX-2 en hepatocitos de pacientes
con HC viricas, por inmunohistoquimica, aumentando su intensidad y extension
en relacién con la progresion de la fibrosis, y sin relacion con la actividad
inflamatoria. En relaciéon con parametros clinicos, los autores encontraron
correlacién con las transaminasas, plaquetas, albumina y gammaglobulinas.
También determinaron una relacion entre las concentraciones séricas de acido
hialurdnico, la progresion de la fibrosis y la expresion de la COX-2. Todo esto
sugiere la existencia de una relacidon entre la expresion de la COX-2 y la

fibrogénesis hepatica.
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Por otro lado, a pesar de los resultados contradictorios obtenidos en
diferentes ensayos clinicos en pacientes con hepatitis crénica virica (138,139),
se ha sugerido el posible efecto potenciador de la inhibicion de la COX-2,
mediante antiinflamatorios no esteroideos (AINES), sobre la actividad antivirica
del interferon-a (IFN-o) (140,141). En este sentido, un estudio experimental
demostréd que el efecto sinérgico antivirico de la indometacina con el IFN-a
estaria en relacion con la activacion de vias de sefalizacion intracelular que
convergen en la activacion de las proteinas STATs, que potenciarian la
activacion de genes dependientes de la accién del IFN-o (141). Por Ultimo, en
un estudio con un numero limitado de pacientes con HC por el VHB, que fueron
tratados con indometacina, se observd una importante inhibicion de la

replicacion virica (142).

5.3.3.- Cirrosis hepatica

Estudios en modelos animales de CH han aportado evidencias
experimentales de que la inhibicién de la COX puede prevenir el desarrollo de
CH y de nddulos preneoplasicos (143,144). Recientemente Yamamoto y cols
(145), han valorado si la inhibicion selectiva de la COX-2 es suficiente para
conseguir este objetivo. Los autores demuestran en ratas, a las que se les
induce el desarrollo de CH mediante una dieta deficiente de colina, que un
inhibidor especifico de la COX-2, el JTE-522, inhibe de manera concentracion
dependiente la fibrosis hepatica, y ademas previene la CH, el crecimiento de

lesiones preneoplasicas y la aparicion de CHC. Es importante remarcar que no
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detectan toxicidad significativa de los inhibidores de COX-2 en este modelo. Los
autores sugieren que los mecanismos por los que la inhibicion de la COX-2
previene la fibrogénesis y la hepatocarcinogénesis en el modelo de rata serian
la inhibicién de la activacion de las CE, la disminucion de la expresidon de c-myc,

y la supresion de la proliferacion celular y de la inflamacion hepatica.

5.4.- EXPRESION DE LA COX 2 Y HEPATOCARCINOMA

El estudio de la relacion entre la COX-2 y la hepatocarcinogénesis ha
derivado de la implicacion de la COX-2 en la carcinogénesis en otros tejidos,
principalmente en el cancer de colon (146). La observacidon de esta asociacién
de la COX-2 y de las PG derivadas de su activacién, PGE, fundamentalmente,
en la iniciacién, mantenimiento del crecimiento y supervivencia de las células
tumorales se ha relacionado con la induccidon de la neoangiogénesis via factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (147-149) y a la inhibicidon de la
via apoptotica y aumento de la adhesién a la MEC de las células que sobre-

expresaban la COX-2 (150).

5.4.1.- Implicacion de la COX 2 en la hepatocarcinogénesis

Estudios experimentales han valorado los mecanismos carcinogénicos a
nivel hepatico relacionados con la COX-2. Como explicamos anteriormente, el
NF-kB es un factor nuclear que regula a nivel transcripcional la expresién de la

COX-2. Con cultivos de hepatocitos tumorales provenientes de pacientes con
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infeccion por el VHC y mediante transfeccion de la proteina core del VHC a
lineas celulares humanas de hepatoblastoma (células HepG2), Tai y cols,
demostraron la activacion del NFkB y su implicacion en la resistencia a la
apoptosis celular (151). El mecanismo a través del cual el NF-kB causa la
resistencia a la apoptosis no queda aclarado pero si lo ponemos en relacién
con los hallazgos referidos anteriormente en otros tipos celulares (118,119), la
implicacion de la COX-2 no puede ser descartada. En otro estudio en lineas
celulares humanas de hepatoma, se demostrd cdmo un inhibidor selectivo de la
COX-2, el NS-398, producia una inhibicion de la proliferacion de las células que
sobre-expresaban la COX-2 y una disminucion de la produccion de PGE,,
debido en parte al aumento de la tasa de apoptosis (152). Esta relaciéon entre
la expresion de la COX-2 y la inhibicién de la apoptosis con el consiguiente
aumento de la proliferacion celular, ha sido también demostrada en otros
estudios mediante la supresién de la actividad de la COX-2 con sulindaco,
nimesulida o NS-398 (153-156). Estos hallazgos representan una base racional
para el uso de inhibidores de la COX-2 en la quimioprevencién del CHC (157).
Por ultimo existen estudios que relacionan la expresion de la COX-2 y el
aumento de la capacidad de invasion celular por lineas celulares de hepatoma
via activacion de MMPs por la PGE;, provocado por la proteina X del VHB (158).
Otros estudios sugieren que la COX-2 seria un factor permisivo de la invasion

celular tumoral pero no suficiente en si mismo (159).
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5.4.2.- Expresion de la COX-2 en el CHC

El estudio de la expresion de la COX-2 en muestras de CHC procedentes de
pacientes ha ido parejo al estudio de los mecanismos que implican a la COX-2
en la hepatocarcinogénesis, ademas de establecer la correlacién in vivo de la
sobre-expresion de la COX-2 en el CHC y sus posibles implicaciones
terapéuticas.

En 1999 se publicaron 3 articulos que han servido de referencia en el
estudio de la relacion entre la expresion de la COX-2 y el desarrollo de CHC. En
el primero de ellos, Koga y cols (160) evaluaron mediante inmunohistoquimica
y Western Blot la expresidon de la COX-2 en muestras de CHC resecado de 44
pacientes. Demostraron una intensa expresion de la COX-2 en el CHC bien
diferenciado y una marcada disminucion de su expresién en las células
tumorales de los CHC moderada o pobremente diferenciados, por lo que
concluyeron que la COX-2 tiene un papel en los estadios iniciales de
hepatocarcinogénesis y en la desdiferenciacion de estas células. Estos autores
también demostraron la expresion de la COX-2 en el citoplasma de las células
hepaticas tumorales y no tumorales, en las células sinusoidales y en las células
inflamatorias, con un aumento progresivo y significativo de la expresion de la
COX-2 en el tejido peritumoral en relacidn con una mayor gravedad de la lesion
hepatica existente. Los otros dos estudios, publicados por Shiota y cols (161) y
Kondo y cols (162), corroboraron estos hallazgos. Vale la pena remarcar que el
Ultimo de estos estudios encontrdé una correlacidon significativa entre la

presencia de inflamacidn en el tejido peritumoral y el grado de expresién de la
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COX-2 en este tejido. La expresion aumentada de la COX-2 se hallaba
relacionada con la presencia histoléogica de CH y por tanto a una menor
supervivencia del paciente. Estudios mas recientes o bien no aportan mas
datos, confirmando los previos (163), o plantean controversia debido a unos
resultados contradictorios respecto a los estudios previos. Asi, Morinaga y cols
(164) investigaron la expresién de la COX-2 en tejido tumoral y peritumoral
mediante inmunohistoquimica y determinacién de ARNm por PCR cuantitativa.
Los autores observaron una mayor expresion del ARNm de la COX-2 en el
tejido no tumoral, no aportando datos sobre el grado de diferenciacion de los
CHC en estudio, asi como que el grado de expresion no diferia entre la HC y la
CH. Ademas encontraron una correlaciéon positiva entre los niveles de expresion
de la COX-2 con el indice de actividad histoldgica, las concentraciones séricas
de GPT vy el indice Ki-67, indicador de la actividad regenerativa. Los autores
concluyen que la COX-2 estaria mas implicada en la patogénesis de la lesion

hepatica que en el desarrollo del CHC.

5.5.- EXPRESION DE COX 2 Y COLANGIOCARCINOMA

Recientes estudios sobre la expresion de la COX-2 en las células ductales
del epitelio biliar han aportado nuevos conocimientos en la génesis del
colangiocarcinoma (CC). Hayashi y cols (165) observaron, en muestras de CC,
que las células ductales tumorales presentaban los mayores niveles de
expresion de la COX-2, siendo esta menor en las células no tumorales ductales

con reacciéon inflamatoria, y practicamente inexistente en las células no
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tumorales ductales sin inflamacién asociada. = Ademas encontraron una
marcada expresion de la COX-2 en las células epiteliales del ducto biliar de
pacientes con una colangitis esclerosante primaria. Los autores sugieren que la
COX-2, inducida en la reaccién inflamatoria, contribuye a la carcinogénesis en
el CC.

El estudio, en lineas celulares de CC, de la implicacién de la COX-2 en la
patogenia del CC ha mostrado: la induccion de la COX-2 via activacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico por los acidos biliares (166), la
inhibicién de la apoptosis por la COX-2 (167), la implicacién de las PG en la
proliferacion de las células tumorales (168) y ha puesto de manifiesto como la
inhibicién de la COX-2 se asocia a una supresion del crecimiento de las células
tumorales (165,168). En muestras de CC se ha demostrado una correlacion
entre el incremento de la expresion de las proteinas ERBB-2 y COX-2 (169) y la
implicacion de la COX-2 a nivel de los eventos mas tempranos de la
carcinogénesis de los ductos biliares y su mayor expresiéon en los tumores mas
diferenciados (169,170). Todos estos hallazgos sugieren que la COX-2 puede
ser una diana terapéutica en la quimioprevencién del colangiocarcinoma

(171,172).
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Objetivos

1.- INTRODUCCION

La prevalencia de las hepatitis crénicas en la poblacion general es elevada.
De entre las causas que la producen una de las mas importantes es la infeccién
por el VHC. La evolucion a CH y CHC no es despreciable en estos pacientes,
como hemos expuesto previamente.

El tratamiento actual de la HC por VHC esta limitado a un subgrupo de
pacientes debido a los problemas de tolerancia y efectos adversos que
presenta. La demostracién de nuevas vias patogénicas, tanto de la fibrosis
hepatica como del CHC, permitiria el desarrollo de nuevas lineas terapéuticas.

Por tanto, la posible implicacion de la COX-2 y sus metabolitos, las PG, en
los mecanismos patogénicos de la fibrosis hepatica y la hepatocarcinogénesis
abriria una nueva posibilidad terapéutica, al disponer de inhibidores selectivos
de esta enzima que han demostrado un nivel de toxicidad inferior a los

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) convencionales.

2.-  HIPOTESIS

Los diferentes mecanismos patogénicos que producen la lesion hepatica en
la infeccion crénica por el VHC van a activar la expresion de COX-2 a nivel
hepatocitario. Esta expresion aumentara de forma progresiva y paralela a la
gravedad de la lesidon hepatica, siendo su maxima expresion en la CH, como

expresion de su potencial fibrogénico y carcinogénico.
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3.- OBJETIVOS

Para demostrar nuestra hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1.- Estudiar el patron de expresion de la enzima COX-2 en el tejido
hepatico de pacientes con infeccion cronica por el VHC, tanto de forma

cuantitativa como de su localizacién tisular y celular.

2.- Valorar la expresion de la COX-2 en relacion con la gravedad de la

lesion hepatica por la infeccion crénica por el VHC.

3.- Valorar si existen diferencias en la expresion hepatocelular de la COX-2
entre la infeccion crénica por el VHC y la lesidn hepatica producida por el

consumo de alcohol.

4.- Determinar la posible relacién entre el patrén de expresion de la COX-2

y la sintesis de MMPs en el tejido hepatico de pacientes con HC por VHC.

5.- Analizar la posible asociacién entre los niveles de expresion

intrahepatica de la COX-2 con las caracteristicas clinicas, bioquimicas,

viroldgicas e histoldgicas de los pacientes con infeccion crénica por el VHC.
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Pacientes y métodos

1.- PACIENTES

1.1.- SELECCION DE LOS PACIENTES

El estudio incluye a 51 pacientes, que se distribuyen segun la etiologia de la

lesion hepatica como se expresa en la tabla 3.

Tabla 3

Caracteristicas de los pacientes segun la lesidon hepatica y su etiologia

HEPATITIS CRONICA | 27
VIRUS C

CIRROSIS 5
Esteatosis 3

Alcohol
Cirrosis 6
Esteatosis no alcohdlica| 6

Control
Higado normal 4

Los criterios diagnosticos etioldgicos son los expuestos a continuacion:

. HC por el VHC: Presencia de anticuerpos frente al VHC (anti-VHC) y
positividad para el ARN del VHC en el suero al menos 6 meses antes de la
biopsia hepatica o del trasplante hepatico (TH). Se descartd la ingesta

alcohdlica y la toma de medicacion hepatotdxica mediante anamnesis, la HC por
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VHB por la negatividad del HBsAg en el suero y la infeccion VIH. Ademas no
existieron alteraciones clinicas, analiticas o histoldgicas que hubieran sugerido

otra enfermedad hepatica concomitante.

. Hepatopatia alcohdlica: El diagnostico se basd en una historia clinica
con datos de ingesta alcohdlica significativa (>80 gr/dia de etanol) vy
descartadas otras sustancias hepatotdxicas, en la negatividad para los
marcadores séricos del VHC, VHB, y VIH, y en un estudio ecografico e

histoldgico compatibles.

. Grupo control: Esta conformado por dos grupos de pacientes. El primer
grupo son pacientes con esteatosis hepatica no alcohdlica que presentaban en
la biopsia hepatica una actividad necroinflamatoria leve-moderada y sin fibrosis
asociadas segun la clasificacién propuesta por Brunt y cols (173) expuesta en la
tabla 4, sin datos en la historia clinica de ingesta etilica, y con un estudio
completo negativo para otras causas de hepatopatia. El segundo grupo son
pacientes con higado histolégicamente normal y con negatividad para el

HBsAg y de las serologias del VHC y VIH.

Los datos personales de los pacientes participantes en esta investigacion
clinica fueron tratados con confidencialidad y seguridad segin la normativa
desarrollada al amparo de la Ley 15/99 (R.D. 994/99), referente al tratamiento
de los ficheros de datos de caracter personal. El presente trabajo de Tesis

Doctoral ha sido revisado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion
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Clinica de cada centro donde se ha realizado la recogida de muestras, con la
finalidad de confirmar la cumplimentacidon correcta de las normas de buena

practica clinica y uso de muestras bioldgicas en estudios clinicos.

Tabla 4
Sistema de graduacion y estadiaje histoldgico de la Enfermedad Hepatica por

Deposito de Grasa (no alcohdlica) (EHDG).

GRADO ESTEATOSIS

Grado 0: No

Grado 1: <33%

Grado 2: 33-66%

Grado 3: >66%

ACTIVIDAD NECROINFLAMATORIA

Grado 1 (leve): Esteatosis <66%, algunos hepatocitos balonizados, escasos
neutrofilos y linfocitos en area 3, inflamacion portal minima o inexistente.
Grado 2 (moderada): Esteatosis, abundantes hepatocitos balonizados y neutrdfilos
en zona 3, inflamacién portal leve o moderada.

Grado 3 (grave): Esteatosis panlobulillar, degeneracion balonizante e infiltracion
por neutrdfilos difusas, infiltracion portal leve o moderada.

ESTADIO Estadio 0: Sin fibrosis.

Estadio 1: Fibrosis perisinusoidal/pericelular en zona 3.
Estadio 2: Estadio 1 mas fibrosis portal o periportal.
Estadio 3: Estadio 2 mas puentes.

Estadio 4: Cirrosis.

51



Pacientes y métodos

1.2.- CARACTERISTICAS CLINICAS

En la tabla 5 se expresan los datos clinicos y analiticos de los pacientes

segun la etiologia de su hepatopatia.

Tabla 5

Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes

VHC ALCOHOL
(N=32) (N=9)

Edad (afios) 44,8 + 8,9 526 £9
Sexo V/M (%) 72 [ 28 88,9/11,1
GOT (U/1) 54,6 + 33,6 63,3 £ 29,7
GPT (U/1) 93,6 + 49,1 48,7 + 21
Bilirrubina total (mg/dl) 0,7+0,6 34+25
Albumina (mg/dl) 4+0,5 3,7+0,6
INR 1,04 £ 0,2 1,44+ 0,5

El grupo control esta compuesto por 10 pacientes. Cuatro pacientes con
higado histolégicamente normal que tenian una edad media de 43,4 = 21,2
anos, y de los cuales 3 eran mujeres y uno varon con niveles de GOT y GPT de
17 £ 9,9y 34,7 £ 25,5 (U/l), respectivamente; y 6 pacientes, 5 varones, con
esteatosis hepatica no alcohdlica con una edad media de 38,7 + 15,7 afios, que
presentaban unos valores de GOT y GPT de 51,3 £ 16,7 y 122,2 + 40,5 (U/]),

respectivamente.
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2.- ESTUDIO DE LAS MUESTRAS HEPATICAS

2.1.- PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de tejido hepatico de HC virica, hepatopatia alcohdlica y
EHDG se obtuvieron a partir de biopsias hepaticas realizadas mediante aguja de
Menghini (Hepafix®, Braun, Germany) bajo control ecografico, previo
consentimiento informado por escrito, con fines diagndsticos o prondsticos

basados en la practica clinica habitual hospitalaria.

Las muestras de CH fueron obtenidas a partir de cuifas del higado
explantado durante la realizacién del TH, en la primera hora inmediatamente
después de realizar la hepatectomia, previo consentimiento informado por

escrito.

Las muestras de higado histolégicamente normal se obtuvieron de
pacientes que se sometieron a cirugia por colelitiasis o reseccién de quistes

hidatidicos, previo especifico consentimiento informado por escrito.

Una vez obtenida la muestra de tejido hepatico se dividid en dos partes, la
primera se utilizd para el estudio histoldgico, por lo que se fijé en formaldehido
al 10% vy posteriormente se incluyd en parafina, y la segunda parte que se

congelo rapidamente mediante nitrogeno liquido y se conservo a -80°C para el
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posterior analisis por inmunohistoquimica, aislamiento de proteinas, de ARNm

y/o medicién de PG.

2.2.- HISTOLOGIA: VALORACION Y CLASIFICACION

Las muestras de biopsia hepatica fueron valoradas por dos patdlogos

diferentes, segun los criterios diagndsticos anatomopatoldgicos convencionales.

En el caso de lesion hepatica de etiologia virica se utilizd la clasificacion
propuesta por Scheuer (Tabla 2) (74) que puntia de 0 a 4 el grado
necroinflamatorio y el estadio de fibrosis, respectivamente. Posteriormente, se
clasificé la actividad histoldgica de la HC por el VHC como leve o grave segun la
suma de ambos indices fuera igual o menor, o mayor a 4 puntos,
respectivamente. De esta forma de los 27 pacientes con HC por el VHC, 22

presentaban una hepatitis crdnica leve (HCL) y 5 grave (HCG).

En los pacientes con esteatosis hepatica alcohdlica, el diagndstico
anatomopatoldgico se realiz6 siguiendo los criterios habituales (174). Y para la

EHDG se utilizé la clasificacion de Brunt y cols (tabla 4) (173).

El diagndstico de los pacientes con CH se realizd macroscopicamente y

mediante analisis histoldgico de la pieza de hepatectomia. El niumero de

pacientes con CH segun la etiologia se expresa en la tabla 3.

54



Pacientes y métodos

2.3.- ESTUDIOS CON MUESTRAS DE TEJIDO HEPATICO

2.3.1.- Expresion enzimatica: Western Blot

Una parte de las muestras de tejido hepatico de los 32 pacientes con HC
por el VHC (22 HCL, 5 HCG, y 5 CH), de los 6 pacientes con CH por alcohol y de
los 10 pacientes que conforman el grupo control se homogenizaron en un
medio que contenia: MgCl, 1 mmol/L, EGTA 1 mmol, glicerol al 10%, 3-[(3-
colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato al 0,5%, B-mercaptoetanol
1 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, Tris 10 mmol/L y llevado a pH 7,5 con acido
clorhidrico. Los extractos se mezclaron en un vortex durante 30 minutos a 4°C
y después centrifugados a 13000 g durante 20 minutos, obteniendo un
sobrenadante que se almacend a -20°C. Posteriormente las muestras se
hirvieron en un buffer de Laemmli y cantidades similares de proteina (20 a 30
Hg) se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 10-12%.
Los geles se transfirieron a una membrana de PDVF (Amersham®) y tras ser
bloqueados con leche deshidratada desnatada al 5%, se incubaron con los
anticuerpos especificos: anti-COX-2, anti-MMP-2, anti-MMP-9 (Cayman
Chemical®), anti-Actina (Sigma®) al 1:1000. Se revelaron con un ECL™-kit

siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham®).

Se llevaron a cabo diferentes tiempos de exposicion para asegurar la
linealidad de las intensidades de las bandas. Las bandas fueron controladas

mediante la mediciébn de B-actina. De las bandas obtenidas se realizd un
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analisis densitométrico, utilizando un scanner (Amersham®), y el resultado se

expresé en unidades arbitrarias.

2.3.2.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ARN total de las muestras de tejido hepatico de 12 pacientes con HC por
el VHC (4 HCL, 4 HCG, y 4 CH) y de 4 pacientes del grupo control (1 esteatosis
no alcohdlica y 3 muestras de higado normal) se extrajo por el método de
isotiocianato de guanidina utilizando el reactivo TRIzol (175). Sobre 1 ug de
ARN se realizd una transcripcion inversa utilizando la secuencia oligo (dT)is
como cebador y 50 U de la transcriptasa inversa expandida (Roche®). La
amplificaciéon por PCR del ARN transcrito se llevo a cabo con 1 U de ADN
polimerasa (Biotools®) en 50 pl de una mezcla reactiva que contenia 200 pM de
cada dNTPs, 0,3 pM de cebadores especificos y un buffer reactivo al 1 x
utilizando un ciclador térmico de ADN (Perkin-Elmer-Cetus®). Las condiciones
de ciclado fueron de 3 minutos a 94°C; 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20
segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C, y una elongacién final de 5 minutos a
72°C. Los fragmentos de ADN amplificado se analizaron por electroforesis en
un gel de agarosa al 1,5%. La cuantificacion de las bandas se realizd por

densitometria laser con un control de ARN ribosomal de 18S.

Las secuencias de oligonucleotidos se disefaron en base a las secuencias
publicadas (116). Los cebadores especificos de la COX-2 fueron 5°-

CAGAGTTGGAAGCACTCTATGG-3 “(sentido) y 5 -CTGTTTTAATGAGCTCTGGATC-
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3’ (antisentido) y proporcion6 un producto de PCR especifico de 303 pb. Los
cebadores especificos de la MMP-9 fueron 5 -CCAGCATCTGTATGGTCGTG-3’
(sentido) y 5 -CAGAAGGACCAGCAGTACCC-3 “(antisentido) con un producto de
PCR de 179 pb. Los cebadores para el ARN ribosomal de 18 S fueron 5°-
GCAATTATTCCCCATGAACGA-3" (sentido) y 5 -CAAAGGGCAGGGACTTAATCAA-
3" (antisentido) con un producto de PCR de 100 pb. La especificidad de las
bandas amplificadas fue validada por el tamaio esperado de la banda. Ademas,
el producto de la PCR se secuencié (Amersham®) y fue idéntico al predecible

para la COX-2 humana (116).

2.3.3.- Actividad enzimatica

Las concentraciones de PGE, se determinaron en homogenados de biopsias
hepaticas, realizados en un buffer de ensayo (0,1 mol/L de fosfato a ph 7,5 que
contenia 0,9% de albumina sérica bovina), de 9 pacientes con HC por el VHC (3
HCL, 3 HCG, 3 CH) y de 6 pacientes control (3 esteatosis no alcohdlica y 3
higado normal). Tras ser tratados los homogenados con solucién 1:4 de
agua/etanol y 10 pl de acido acético glacial, las muestras fueron purificadas en
una minicolumna Amprep C18, eluido con acetato etilico y evaporadas hasta su
secado bajo nitrogeno. Entonces los niveles de PGE2 fueron determinados
mediante un enzimo-inmunoanadlisis (ELISA) segun las indicaciones del

fabricante (Amersham®).
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La actividad de la MMP-9 se detectd en las mismas biopsias hepaticas
que fueron homogenizadas en 50 mmol/L de Tris-HCl ph 7,4 con 1 mmol/L de
glicerol. Tras centrifugar 10 minutos a 5000 g, el sobrenadante fue usado
usado en un sistema de ensayo basado en un substrato cromogénico peptidico
especifico (Amersham®). Los niveles de proteina fueron determinados mediante

la reaccion Bradford.

2.3.4.- Inmunohistoquimica

El analisis inmunohistoquimico se realizd en criosecciones de biopsia
hepatica de 12 pacientes con HC por el VHC (4 HCL, 4 HCG, y 4 CH), de 9
pacientes con hepatopatia alcohdlica (3 esteatosis y 6 CH) y de 7 pacientes

control (4 esteatosis no alcohdlica y 3 pacientes con higado normal).

2.3.4.1.- Tincion por inmunoperoxidasa

El estudio inmunohistoquimico se efectu6 por una técnica de
inmunoperoxidasa indirecta. Para ello se realizaron cortes de 4 micras de
espesor en un criostato, que se fijaron en acetona durante 15 minutos vy,
posteriormente, los portas se almacenaron en papel de estafo a -20°C hasta la

realizacion de la técnica.

Para la realizacion del estudio se utilizaron anticuerpos policlonales anti-

COX-2 (Cayman Chemical®). Las muestras se incubaron en camaras himedas
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con el anticuerpo a una dilucién de 1:300 durante 2 horas. Tras finalizar la
incubacion se procedid a realizar dos lavados rapidos en buffer-tris salino ph
7,6 (TBS). Posteriormente, las secciones tisulares se incubaron con un
antisuero de conejo anti-raton (Dakopatts®) a una dilucién de 1:300. Al finalizar
esta incubacién se realizaron dos nuevos lavados rapidos. El siguiente paso fue
revelar las secciones del tejido hepatico con el medio de Graham-Karnovsky,
constituido por 0,5 mg/ml de 3,3 -tetracloruro de diaminobencidina (DAB)
(Sigma®) y perdxido de hidrégeno. La reaccién se detuvo a los 5 minutos
mediante lavado con TBS. Se realizd una contratincion de los cortes histoldgicos
con hematoxilina de Carazzi, procediéndose a su deshidratacion posterior al
sumergirlos en una bateria de alcoholes (alcohol 709, alcohol 909, alcohol
absoluto, xilol), y por ultimo se montaron en medio DPX segun la técnica de

rutina.

2.3.4.2.- Valoracion semicuantitativa

El andlisis de las secciones tenidas por inmunoperoxidasa fue realizada
mediante un microscopio dptico Nikon (Nikon Eclipse 400), a 250 aumentos,
por tres observadores independientes sin conocimiento del diagndstico clinico e
histoldgico del paciente del que procedia la muestra. Cualquier hepatocito,
célula epitelial biliar, célula endotelial sinusoidal o célula mononuclear fue
considerada positiva en el andlisis por los observadores si presentaba tincion

marrén. De cara a establecer un analisis de los datos mas preciso, cada
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observador de forma aleatoria evalu6 en cada seccion 3 areas portales,

periportales y lobulillares.

La valoracion semicuantitativa de cada area en las secciones se realizé de
de la siguiente forma: 0, no tincidn; +1, tincidén positiva en menos del 30% de
las células en un campo de gran aumento; +2, tincién positiva en mas del 30%,
pero en menos del 70% de las células por campo de gran aumento; y +3
tincién positiva en mas del 70% de las células por campo de gran aumento,
habiendo sido este sistema de puntuacion previamente validado (176). Cada
muestra de biopsia obtuvo una cifra numérica como valor medio de todos los

valores obtenidos de cara a su analisis estadistico.
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3.- OTRAS DETERMINACIONES

Todas las determinaciones, tanto analiticas como seroldgicas y viricas, se

realizaron antes de la obtencion de la muestra histoldgica.

3.1.- DETERMINACIONES ANALITICAS

Las determinaciones bioquimicas habituales (bilirrubina total, GOT, GPT,
albimina e INR) se realizaron en un autoanalizador multicanal (Hitachi

modular, Roche®).

3.2.- DETERMINACIONES SEROLOGICAS Y VIRICAS

El HBsAg y el anticuerpo anti-VIH se analizaron mediante kits comerciales

de ELISA habituales (Abbott®).

El anticuerpo anti-VHC se detecté con un kit comercial ELISA de segunda
generacion (Ortho®). El ARN del VHC se determind mediante una técnica de
transcriptasa inversa-PCR utilizando cebadores de la region constante del
extremo 5° no codificante del genoma virico (177) (Cobas Amplicor 1.5%,
Roche). El genotipo del VHC se determind de acuerdo con la técnica de
Okamoto, usando transcriptasa inversa-PCR (RT-PCR) con cebadores

especificos del genoma viral (PCR/tiraje de VHC Inn-Lipa, Autolipa®, Bayer).

61



Pacientes y métodos

4.- ANALISIS ESTADISTICO

4.1.- ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Las variables categoricas cualitativas se describen segun su frecuencia
relativa (%). Las variables cuantitativas se expresan como media + desviacion
tipica, salvo la puntuacion semicuantitativa de la expresion inmunohistoquimica

de la COX-2 que se expresa mediante su mediana y rango.

4.2.- ESTADISTICA ANALITICA

Para el estudio estadistico de las variables cualitativas se realizd el test
exacto de Fisher. El analisis de los niveles de la proteina de la COX-2, de la
MMP-2 y MMP-9 se llevd a cabo mediante el test de la "t" de student. Para el
analisis de los datos semicuantitativos del analisis inmunohistoquimico, ARNm
de la COX-2, concentracion de PGE; y actividad de la MMP-9 se utilizd el test de
la “U” de Mann-Whitney. Para estudiar la correlacion entre variables
cuantitativas y el nivel de expresion intrahepatica de la COX-2 se utilizd el
coeficiente de correlacion de Pearson, dado el ajuste a una distribucion normal
de los valores analizados. Un valor de p inferior a 0,05 nos permitié considerar

las diferencias obtenidas como estadisticamente significativas.

El andlisis estadistico ha sido llevado a cabo de forma informatizada con la

versién 10.0 del programa SPSS®.
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Resultados

1.- EXPRESION INTRAHEPATICA DE LA COX-2 EN LA INFECCION

CRONICA POR EL VHC

1.1.- VALORACION DE LA EXPRESION DE LA COX-2

La cuantificacion de los niveles de la proteina COX-2 en muestras de biopsia
hepatica de pacientes con HC por el VHC, mediante Western Blot, demostrd un
aumento de la expresién de 2,4 veces en la HCL, 3,3 veces en la HCG y 3,9
veces en la CH, respectivamente, respecto al valor en las muestras de pacientes
del grupo control. Estas diferencias alcanzaron significacion estadistica (figura

3).

Para confirmar el aumento de expresion de la COX-2 se realizd un analisis
por RT-PCR de diferentes muestras representativas de cada grupo histoldgico
de HC por el VHC y del grupo control, encontrando que los niveles del ARNm de
la COX-2 estaban aumentados en la HCL, en la HCGy en la CH (2,6, 3,5y 5,3
veces, respectivamente) en consonancia con los resultados obtenidos en el

analisis de la proteina (figura 4).
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Figura 3

Se muestran los valores relativos de la COX-2, en funcion de la B-actina, de cada paciente

y segun el grupo histoldgico. La linea horizontal expresa la media de los niveles de expresion de

la COX-2 (71 KD) obtenidos en unidades arbitrarias (CT, HCL, HCG y CH: 0,2 £+ 0,02; 0,56 =

0,08; 0,66 + 0,1 y 0,78 + 0,09; respectivamente). Estos fueron mas altos en todos los grupos

con HC por el VHC y en la CH por el VHC respecto al grupo control (CT), siendo estas

diferencias significativas desde el punto de vista estadistico (p<0,001*%). También se

demostraron diferencias entre la HCG y la CH con la HCL (p=0,02* y p<0,001%**,

respectivamente), no existiendo diferencias significativas entre la CH y la HCG (p=0,08). En la

parte inferior se muestra un experimento representativo de Western Blot.
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Figura 4

Los niveles de expresion del ARNm de la COX-2, medidos en unidades arbitrarias, eran
significativamente mas altos en los pacientes con HC por el VHC (HCL y HCG: 0,48 + 0,08 y 0,6
+ 0,12, respectivamente) y con CH por el VHC (0,85 = 0,15) que los del grupo control (CT:
0,19 £ 0,03) (p<0,001***), en consonancia con el patron de expresion de la COX-2 a nivel de
la proteina. También se encontraron diferencias en los niveles de expresion entre la CH con la
HCL (p<0,01**) y la HCG (p=0,02*), no existiendo entre las dos formas de HC (p=0,1). Los

resultados se expresan como media y desviacion estandar. En la parte superior se muestran las

bandas de un experimento representativo de RT-PCR.
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1.2.- ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA COX-2

Para confirmar la funcionalidad de la expresion de la COX-2 se midieron las
concentraciones de PGE, en muestras representativas de HC por VHC, CH por
VHC vy del grupo control, detectandose un aumento de su concentracion de 1,9
veces y de 3,3 veces, en la HCG y en la CH respectivamente, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (figura 5).

*

*

45 1 |
40 .
354 1
30 -
PGE, 25 ns
(pg/mg de proteina) 201 l
154 +
1N
5 4
0 - : :

CT HCL HCG CH

Figura 5

Las concentraciones de PGE, se analizaron por ELISA. Los resultados se presentan como
su media y desviacion estandar. Las diferencias en las concentraciones de PGE, entre el grupo

control (CT: 12 £+ 2 pg/mg) respecto a la HCG (23 £ 4 pg/mg) y la CH (40 £ 5 pg/mg) fueron

estadisticamente significativas (p<0,001*), al igual que entre la HCG y la CH (p<0,001%).
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1.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Aunque el aumento de la expresion de la COX-2 estaba claramente
establecido mediante los analisis de proteina por Western Blot y el andlisis del
ARNm de la COX-2 por RT-PCR, su localizacidn tisular dentro del parénquima
hepatico estaba aun por definir. Por tanto, para resolver este punto, se realiz6
un estudio inmunohistoquimico de la enzima COX-2 en criosecciones de biopsia
hepatica de pacientes con HC y CH por el VHC. Para realizar un analisis
comparativo, se llevaron a cabo experimentos de inmunohistoquimica en
criosecciones de esteatosis y CH alcohdlicas y del grupo control, tanto de

higado histoldgicamente normal como de esteatosis no alcohdlica.

Como se muestra en los diferentes paneles de la figura 6, se observd un
patrén de expresion diferente segun el grupo histoldgico de infeccidon crénica
por el VHC. Asi en pacientes con CH por VHC (figura 6, panel A), se observd
inmunoreactividad en varios tipos celulares incluyendo células endoteliales
portales, células del epitelio biliar, células endoteliales sinusoidales, células
mononucleares y hepatocitos. Estos Ultimos muestran una tincidn
predominantemente citoplasmatica, y aunque se observan hepatocitos positivos
en el borde del lobulillo hepatico, la mayoria de ellos estaban principalmente
restringidos a los nddulos de regeneracion. Es particularmente interesante la
observacion de un patron de expresion similar en la CH alcohdlica (figura 6,

panel B).
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Figura 6 (Paneles Ay B).

Secciones histoldgicas de CH por VHC (A) y alcohdlica (B) con tincién

inmunohistoquimica para la COX-2.
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En contraste con el patron de expresion descrito en la CH por el VHC, en los
pacientes con HC por el VHC el patron observado fue claramente diferente. Asi,
en las criosecciones de los pacientes con una HCG se observd
inmunoreactividad para la COX-2 en hepatocitos localizados en algunas areas
periportales (figura 6, panel C), en células endoteliales sinusoidales y en células
mononucleares. No se observd expresion en el endotelio portal ni en células del
epitelio biliar. Es mas, en los hepatocitos de pacientes con HCL no se observd
tincién para la COX-2, siendo las Unicas células positivas detectadas las del
endotelio sinusoidal y las células mononucleares (figura 6, panel D), similar a la

obtenida en la esteatosis alcohdlica (dato no mostrado).

En las muestras de pacientes con esteatosis no alcohdlica (figura 6, panel
E) y con higado histolégicamente normal (figura 6, panel F) no se observd
tinciéon inmunohistoquimica para la COX-2 en hepatocitos y solamente de forma

dispersa en las células endoteliales sinusoidales.

Como controles negativos, se realizaron experimentos de

inmunohistoquimica con un antisuero conejo anti-ratbn, como anticuerpo

primario, no detectandose inmunoreactividad en ningun tipo celular.
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Figura 6 (Paneles Cy D).

Secciones histolégicas de HCG (C) y HCL (D) con tincidn

inmunohistoquimica para la COX-2.
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Figura 6 (PanelesEy F).

Secciones histologicas de esteatosis no alcohdlica (E) y de higado

histolégicamente normal con tincidon inmunohistoquimica para la COX-2.
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2.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE LA COX-2 ENTRE

LA CIRROSIS HEPATICA POR EL VHC Y POR ALCOHOL

Con el fin de comprobar si la etiologia de la CH pudiera influir en el patron
de expresion de la COX-2 se realiz el estudio de la expresion de la proteina por
Western Blot y estudio inmunohistoquimico en muestras de tejido hepatico de 6

pacientes con CH de origen alcohdlico.

La cuantificacién de los niveles de la proteina COX-2 en la CH alcohdlica
estaban aumentados respecto al grupo control de manera significativa
(p<0,001). Esta expresion aumentada de la COX-2 en la CH alcohdlica se
comparo con la determinada en la CH por el VHC no demostrandose diferencias
significativas (p=0,08) aunque se observan unos valores en unidades arbitrarias

mayores para la CH por el VHC (0,78 + 0,09 vs. 0,45 £ 0,14).

Como se comentd en el apartado del estudio inmunohistoquimico el patron
de la expresidon de la COX-2, en cuanto a su localizacion, fue similar en ambas
etiologias para la CH. De cara a comprobarlo de manera mas objetiva se realizd
una comparacion de la puntuacion semicuantitativa de la tincidn
inmunohistoquimica de la COX-2 en criosecciones de pacientes con CH por VHC
y alcohol. Como se muestra en la tabla 6, no se encontraron diferencias
significativas en la puntuacion de la tincion inmunohistoquimica entre ambos

grupos.
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Tabla 6
Puntuacion semicuantitativa de la expresion inmunohistoquimica de

la COX-2.

Puntuacion de la COX-2

CH por VHC (n=5) 2,6 (2-3)

CH alcohdlica (n=6) 2,2 (2-3)

Los datos se expresan como la mediana de la intensidad y el rango entre
paréntesis. Las diferencias entre ambos grupos etioldgicos no fueron
estadisticamente significativas (p>0,05).
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3.- EXPRESION Y ACTIVIDAD DE LA MMP-2 Y LA MMP-9 EN LA

INFECCION CRONICA POR EL VHC

Se ha descrito previamente la asociacién entre la activacién de las MMPs y
la expresion de la COX-2 en hepatocitos de rata (125). Para investigar este
aspecto en el tejido hepatico humano se determinaron por Western Blot los
niveles de la MMP-2 y la MMP-9 en muestras de pacientes con infeccion crdnica
por el VHC. En la figura 7 (Paneles A y B) se observa un aumento progresivo de
la expresion de las proteinas MMP-2 y MMP-9 en la HCL (3,2 y 2 veces), en la
HCG (4,7 y 2,6 veces) y en la CH (3,8 y 6,6 veces), respecto a los pacientes del
grupo control, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. El
analisis mediante RT-PCR del ARNm de la MMP-9 demostréd un incremento
progresivo y paralelo al observado por Western Blot en la HCL, en la HCG y en
la CH (figura 8, panel A). Ademas se midid la actividad de la MMP-9 en
muestras representativas de biopsia hepatica de pacientes con infeccién crénica
por el VHC mediante un ensayo especifico y se encontré un aumento de la
actividad de la MMP-9 en la HCG (2 veces) y en la CH (2,8 veces) respecto al

grupo control (figura 8, panel B).

Analizando de forma global los datos mostrados en las figuras 2 y 7, se
observa una correlacidén positiva entre la expresion de la COX-2 y el nivel de
MMP-2 y MMP-9 en todos los grupos de infeccidon cronica por el VHC

estudiados.
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Analisis por Western Blot del nivel de expresion de la MMP-2 y MMP-9 en el tejido hepatico

de pacientes con infeccion cronica por el VHC. La linea horizontal expresa la media de los

valores obtenidos. Las diferencias, medidas segun unidades arbitrarias, de todos los grupos

histoldgicos de infeccion crénica por el VHC (HCL, HCG y CH: 1,44 £ 0,1; 2,11 £ 0,3y 1,71

0,2; respectivamente para MMP-2; y 0,37 + 0,05; 0,47 + 0,06 y 1,18 £ 0,13 para MMP-9)

respecto al grupo control (CT: 0,45 + 0,03 y 0,18 + 0,02; respectivamente para MMP-2 y MMP-

9) fueron estadisticamente significativas (p<0,05*, p<0,01** p<0,001***), En la parte superior

de ambos paneles se muestra un experimento representativo de Western Blot.
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Analisis de los niveles del ARNm de MMP-9 mediante RT-PCR, mostrandose en su parte
superior un experimento representativo (A). La actividad de MMP-9 fue determinada mediante
un sistema de ensayo especifico (B). Todos los resultados se describen con su media y
desviacion estandar. Las diferencias en los niveles de expresion de ARNm de MMP-9 entre el
grupo control (CT: 0,25 £ 0,04) y los diferentes grupos de HC por VHC y CH por VHC (HCL,
HCG y CH: 0,55 + 0,08; 0,8 £ 0,1 y 1 + 0,2, respectivamente) fueron significativos, al igual que
la CH y la HCG respecto la HCL (p<0,01**), no asi entre la CH y la HCG (p=0,08). La diferencia
en los niveles de actividad de MMP-9 en el grupo control (CT: 65 + 9 pg/mg) y la HCL (75 + 8
pg/mg) respecto a la HCG (130 *+ 12 pg/mg) y la CH (182 %= 35 pg/mg) fueron

estadisticamente significativas (p<0,001***), respectivamente. No se demostraron diferencias
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entre la actividad de MMP-9 en el grupo control y la HCL, si existiendo entre la CH y la HCG

(p<0,05%).
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4.- RELACION DE LA EXPRESION INTRAHEPATICA DE LA COX-2 CON
PARAMETROS CLINICOS Y DE LABORATORIO EN LOS PACIENTES CON

INFECCION CRONICA POR EL VHC

En los 27 pacientes con HC por el VHC sin CH histoldgica se analizé la
existencia de asociacion entre los niveles de expresién intrahepatica de la COX-
2, determinados por Western Blot, y las caracteristicas clinicas y analiticas

expresadas en la tabla 6.

TABLA 6

Caracteristicas pacientes con HC por el VHC

HCL HCg —
(N=22) (N=5) Total (N=27)
Edad (afios) 43,8 £ 8,3 43 £ 10,8 43,6 £ 8,6
Sexo (M/F) (%0) 63,6 / 36,4 100/ 0 70,4/ 29,6
GPT (U/D) 83,3 £ 40,9 140 + 48,3 93,8 + 47,1
Genotipo VHC (26)
(1/No1l) 71,4/ 28,6 60 / 40 69,2 / 30,8
Carga viral VHC
ui/mi)
> 500000 77,3 100 81,5
< 500000 22,7 0 18,5
Grado (%0)
0-1 77,3 0 63
2-4 22,7 100 37
Estadio (%0)
0-1 100 0 81,5
2-4 0 100 18,5
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Al comparar los grupos de HCL y HCG por VHC se demostrd una diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones séricas de GPT entre
ambos grupos (p=0,012), no observandose diferencias desde el punto de vista
estadistico entre ambos grupos para la edad, el sexo, el genotipo y carga viral

de los pacientes (p>0,05).

No se demostraron correlaciones estadisticamente significativas entre la
edad y la concentracién sérica de GPT con los niveles de expresion
intrahepatica de la COX-2 (coeficientes r de -0,121 y -0,275, respectivamente,
p>0,05). Tampoco se demostro la existencia de una asociacion entre el sexo, el
genotipo (1 vs. no-1) y la carga viral de los pacientes, y los niveles de expresion

intrahepaticos de la COX-2 (p>0,05).

5.- RELACION DE LA EXPRESION INTRAHEPATICA DE LA COX-2 CON
EL GRADO Y ESTADIO HISTOLOGICO DE LOS PACIENTES CON

INFECCION CRONICA POR EL VHC

En la tabla 6 se describe el grado y el estadio histoldgico de los pacientes
con HCL y HCG. Al analizar los resultados de la expresion intrahepatica de la
COX-2 en los pacientes con infeccion crénica por el VHC se demostré un nivel
progresivo de expresion de la COX-2 mas alto en relacién con una mayor
gravedad de la lesion histoldgica. De cara a poder valorar si este aumento de la

expresion intrahepatica de la COX-2 se relaciona con el grado de lesion
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necroinflamatoria y/o con el estadio fibrético, se agrupo a los pacientes segun
presentaran necrosis periportal (G 0-1 vs. G 2-4), para la valoracion del grado,
y de fibrosis mas alla del espacio porta (E 0-1 vs. 2-4), para el estadio. De este
modo no se demostraron diferencias en los niveles de expresion intrahepaticos
de la COX-2 con el grado necroinflamatorio (0,53 + 0,2 vs. 0,52 £+ 0,1,
p>0,05). Tampoco se observd diferencias en el estadio de fibrosis, aunque
existia una tendencia estadistica, no significativa, a unos mayores niveles de
expresion de la COX-2 en los pacientes con estadios de fibrosis mas elevados
(0,64 £ 0,1 vs. 0,50 = 0,1, p=0,093). Si incluimos a los pacientes con infeccion
crénica por el VHC que presentan una CH (estadio 4) se demuestra una
asociacion entre el estadio de fibrosis elevado (2-4) y niveles de expresion

intrahepatica de la COX-2 (0,71 £ 0,2 vs. 0,5 £+ 0,1, p<0,01).
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La infeccion por el VHC es endémica en todo el mundo con una prevalencia
global entorno al 3%, siendo variable segun las regiones. Esta prevalencia
supone unos 170 millones de personas infectadas a nivel mundial (13). El VHC
junto al VHB han sido implicados como los principales factores etioldgicos de
CHC, al sumar entre ambos mas del 80% de los casos de CHC en el mundo. En
todo caso, la CH por si misma e independientemente de la etiologia, es un
factor de riesgo de CHC y la mayoria de los pacientes con infeccién por VHC
tienen una CH de base (105,106). Por lo que permanece la controversia en
cuanto al papel carcinogénico hepatocelular del VHC. Sin embargo, estudios con
ratones transgénicos indican que la proteina del core y proteinas no
estructurales (region NS) del VHC tienen un potencial papel carcinogénico

(178).

La COX es la enzima que cataliza la transformacion del AA a PGH,, de la
que derivan los diferentes prostanoides que actian sobre multiples vias de
sefalizacion intracelulares, modulando un amplio espectro de funciones
fisioldgicas e interviniendo en diferentes condiciones patoldgicas. En 1989
Simmons y cols (114) identificaron una segunda isoforma de la enzima COX con
una estructura muy similar pero diferente en cuanto a su patrén de expresion y
biologia. Esta nueva enzima denominada COX-2, en contraposicion a la COX-1
con una expresion constitutiva y con funciones homeostaticas, se induce en
respuesta a diferentes estimulos celulares (109,110,115,116) y ademas de una

funcion de apoyo a la COX-1, actuaria como un sistema de produccidon de PG
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independiente con una accidon central en la replicacion y diferenciacion celular

(117).

En relacion con el higado estd descrito que la COX-2 no se expresa en el
hepatocito en condiciones normales, y su expresion sugiere desdiferenciacion
celular (121,122). En condiciones patoldgicas, tanto la COX-2 como las PG
derivadas de su actividad han sido implicadas en proliferacion de los
hepatocitos (123,124,179,180), en la remodelacién tisular (125) y en la
hipertensién portal (126-131), hechos relacionados con la patogenia de las

hepatopatias crénicas, la CH y sus complicaciones, como el CHC.

Dadas las observaciones previas, los dos primeros objetivos de nuestro
estudio de Tesis Doctoral fueron determinar el patron de expresion vy
localizacion de la COX-2 en la HC por el VHC y su relacidn con la gravedad de la
lesion hepatica. Los resultados obtenidos demuestran que la COX-2 se expresa
intensamente en el tejido hepatico de pacientes con infeccidn cronica por el
VHC. De este modo se demuestra, en los andlisis por Western Blot, un aumento
significativo de la expresion intrahepatica de la COX-2 en pacientes con HCL, la
HCG y en la CH por el VHC respecto a pacientes con esteatosis no alcohdlica e
higado histolégicamente normal. El analisis inmunohistoquimico del tejido
hepatico de los pacientes con infeccidon crénica por el VHC reveld un patron de
expresion de la COX-2 hepatocelular diferente segin el grupo histoldgico
evaluado. De esta forma, la expresion predominante de la COX-2 a nivel de los

hepatocitos se observd Unicamente en las formas avanzadas de enfermedad
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hepatica por el VHC, como son la HCG y la CH. Un hecho a destacar es que la
expresion hepatocelular de la COX-2 es funcional, como lo demuestra que las
concentraciones intrahepaticas de PGE2 eran mas altas en los grupos con

mayor expresion hepatocelular de la COX-2.

Se ha implicado a la COX-2 en la patogenia del CHC, y especialmente, en
los mecanismos de iniciacién y mantenimiento del crecimiento y supervivencia
de las células tumorales, en la induccién de angiogénesis via factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), en la inhibicion de la via apoptotica y
en el aumento de la adhesion a la MEC de las células que sobre-expresaban la
COX-2 (147-150,152-156). Analisis mediante arrays de cADN revelaron que la
transformacion celular provocada por la COX-2 esta acompafiada por cambios
en la expresion de varios genes relacionados con la proliferacion, la morfologia,
la adhesién y el ciclo celular (181). Estudios experimentales con muestras de
tejido hepatico de pacientes sometidos a reseccion de CHC han demostrado un
papel importante de la COX-2 en los estadios iniciales de Ila

hepatocarcinogénesis y en la desdiferenciacién de estas células (160-162).

En este trabajo de Tesis Doctoral se demuestra la existencia de una
intensa expresion hepatocelular de la COX-2 en la CH terminal, lesidn
claramente premaligna, lo que sugiere que esta enzima podria jugar un
importante papel en la patogenia del CHC. Un hallazgo interesante es que el
patrén de expresion intrahepatico de la COX-2 en la CH alcohdlica fue similar al

de la CH por el VHC, hecho no descrito previamente en pacientes con
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hepatopatia alcohdlica, pero en consonancia con lo observado en modelos de
lesion alcohdlica hepatica en ratas (133-135). Si bien parece existir una mayor
expresion desde el punto de vista semicuantitativo en la infeccion cronica por el
VHC respecto a la etiologia alcohdlica, esto pudiera estar en relacién con los
resultados obtenidos, en estudios realizados por nuestro grupo, en los que se
demuestra en cultivos celulares de hepatocitos que la transfeccién de la parte
del genoma del VHC que codifica la proteina del core y la NS-5 inducen la
expresion de la COX-2, siendo esta mayor al estimular las células con diferentes
citoquinas (datos enviados pendientes de publicacion). Basado en estos
resultados, es concebible que las PG producidas por los hepatocitos de
pacientes con una infeccion crénica por VHC o con un consumo cronico de
alcohol pudieran actuar de forma autocrina, a través de receptores PPAR, y/o
paracrina, uniéndose a receptores EP, en la carcinogénesis hepatica. Estos
hallazgos experimentales aportan una base racional para el uso de inhibidores

selectivos de la COX-2 para la quimioprevencién del CHC en pacientes con CH.

Las enzimas proteoliticas conocidas como metaloproteinasas (MMPs) juegan
un papel central en la migracion celular mediante la degradacién de
componentes celulares y extracelulares de la MEC en la invasion tumoral, la
morfogénesis, el desarrollo embriolégico de érganos y el dafo tisular (182,183).
La importancia de las MMPs en la remodelacién de la MEC hepatica puede
deducirse de la observacidn que durante la regeneracion hepatica tras una
hepatectomia parcial, los precursores de MMP-2 y MMP-9 se activan y

contribuyen a la proliferacion hepatocitaria (184). Ademas se ha demostrado la
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asociacion entre la fibrosis hepatica y el aumento de la expresidn intrahepatica
de MMPs durante la infeccion cronica por el VHC (103) y que la COX-2
promueve la liberaciéon de MMP-2 y MMP-9 en hepatocitos fetales de rata en un
modelo de remodelacion de la MEC durante la transicién fetal-neonatal (125).
En relacién con estos resultados, Lara-Pezzi y cols (158) demostraron que la
proteina X del VHB promovia la invasién de células tumorales mediante la
induccién de metaloproteinasas de membrana tipo I a través de la activaciéon de

la COX-2.

Nuestros datos muestran un aumento progresivo de las proteinas MMP-2 y
MMP-9 en el higado de los pacientes con HC y CH por el VHC de una forma
paralela a los incrementos observados en la expresion hepatocelular de la COX-
2, lo que sugiere una relacién funcional entre la expresion de la COX-2 y la

activacién de MMPs en la infeccidn crénica por el VHC.

En contraposicién a otros estudios previos en HC viricas, en los cuales se
habia demostrado una relacion del grado de expresién de la COX-2 con
variables como el nivel de transaminasas (137,164), en nuestro estudio no
encontramos relacion de los niveles de COX-2 con variables clinicas o de
laboratorio de los pacientes. En relacion con los parametros histoldgicos no
demostramos relacion con el grado necroinflamatorio y los niveles de COX-2,
pero si determinamos una asociacién con el estadio de fibrosis hepatica, de

forma similar a otro estudio previo (137).
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral indican una clara
relacion de la COX-2 con la fibrosis hepatica, y suponen, por tanto, una base
racional que apoya el potencial beneficio de los inhibidores selectivos de la
COX-2 junto a farmacos antiviricos en la prevencion y tratamiento de la fibrosis

hepatica en la infeccidn crdnica por el VHC.
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Conclusiones

Las conclusiones del presente trabajo de Tesis Doctoral son:

1. La enzima COX-2 se expresa en el higado de pacientes con infeccion

crénica por el VHC.

2. La expresion de la COX-2 aumenta de forma progresiva en relacién con
la gravedad de la lesidon hepatica, observandose la maxima expresion en

la CH por el VHC.

3. Este incremento de la expresion de la COX-2 en la infeccién crénica por
el VHC, se acompana de un aumento de la concentracién intrahepatica

de PG.

4. El aumento de la expresion de la COX-2 se localiza principalmente a nivel
del citoplasma de los hepatocitos en la HCG y la CH por el VHC, mientras
que en la HCL se localiza fundamentalmente en células mononucleares y

del endotelio vascular sinusoidal.

5. El nivel de expresion de la COX-2 y su localizacion intrahepatica es

similar en los pacientes con CH por el VHC y por consumo de alcohol.

6. El nivel de expresién de la MMP-2 y la MMP-9 en el higado de los
pacientes con infeccidon crénica por el VHC aumenta en relacién con la

gravedad de la lesion hepatica, siendo maximo en la CH.
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. En la infeccidn crénica por el VHC, existe una estrecha relacién entre el
nivel de expresién intrahepatico de la COX-2 y el de la MMP-2 y la MMP-

9.

. Se demuestra una asociacion positiva entre la presencia y gravedad de la

fibrosis hepatica con los niveles de expresion de la COX-2.
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Resumen

La COX es la enzima encargada de la biosintesis de las PG. Su isoforma
inducible, denominada COX-2, ha sido implicada en multiples procesos
patoldgicos como inflamacion, fibrogénesis y carcinogénesis. Diferentes autores
han descrito que el aumento de la expresion intrahepatica de la COX-2 y de la
produccidn de PG podria contribuir a la lesion hepatica y a la aparicion de CHC.
En nuestro medio la infeccidon por el VHC es una causa importante de HC, CH y

CHC, y por tanto de una morbi-mortalidad significativa.

Los obijetivos principales de este trabajo de Tesis Doctoral han sido valorar
la expresion y localizacién de la COX-2 en la HC por VHC y su relacion con la
gravedad de la lesién hepatica. Otros objetivos analizados han sido comparar la
expresion de la COX-2 en la HC por VHC con la hepatopatia alcohdlica, la
expresion y relacién de las MMPs con la COX-2, en la infeccion crénica por el
VHC, y la valoracion de la asociacion entre los niveles de expresion
intrahepdtica de la COX-2 con las caracteristicas clinicas, bioquimicas,

viroldgicas e histoldgicas de los pacientes con infeccion crénica por el VHC.

Se han estudiado 51 pacientes, de los cuales 32 tenian una infeccion
crénica por el VHC (5 con CH), 9 una hepatopatia alcohdlica (6 con CH) y 10
pacientes como grupo control compuesto de 4 pacientes con higado
histoldgicamente normal y 6 con esteatosis hepatica no alcohdlica. Para
determinar la COX-2 en muestras de tejido hepatico se realizaron técnicas de
Western Blot, RT-PCR y de inmunohistoquimica. Ademas se determind la

produccién de PG por técnicas de ELISA para valorar la funcionalidad de la

93



Resumen

enzima. También se estudi® mediante Western Blot la expresion intrahepatica

de MMP-2 y MMP-9 y la actividad de la MMP-9 con un ensayo especifico.

El analisis por Western Blot de la COX-2 en muestras de biopsia hepatica de
pacientes con infeccion cronica por el VHC demostré un aumento significativo
de su expresién en todos los grupos histologicos estudiados respecto al grupo
control. Hay que destacar el hecho del incremento progresivo de los niveles de
expresion intrahepatica de la COX-2 en relacién con la gravedad de la lesion
histoldgica, presentando el mayor grado de expresion en la CH. La
determinacion del ARNm de la COX-2 por RT-PCR confirmd el patron de
expresion observado a nivel de la proteina. Este incremento de la expresion de
la COX-2 se acompand de un aumento de la concentracion intrahepatica de PG,
que fue maxima en la HCG y en la CH, lo que demuestra que la expresion
intrahepatica de la COX-2 es funcional en estos pacientes. Posteriormente se
procedid a valorar mediante estudio inmunohistoquimico la localizacion
intrahepatica de la COX-2. De esta manera se observd que la COX-2 se
expresaba en el citoplasma de hepatocitos en la HCG y en la CH por el VHC,
mientras que en la HCL por el VHC, en la esteatosis alcohdlica y en el grupo
control la expresidn de la COX-2 se restringia a las células mononucleares y del
endotelio sinusoidal. Un hecho interesante es que el patron de expresion
intrahepatico de la COX-2 fue similar en la CH tanto de etiologia virica como

alcohdlica.
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Uno de los datos mas interesante de este trabajo de Tesis Doctoral fue que
el nivel de expresion intrahepatico de las MMP-2 y MMP-9, asi como la actividad
intrahepatica de MMP-9, estaban significativamente aumentadas en los
pacientes con infeccién crdnica por el VHC respecto al grupo control, mostrando
una correlacidon positiva con la gravedad del dafio hepatico, y de forma paralela

al patrén de expresion intrahepatico de la COX-2 en estos pacientes.

No se demostrd relacién entre los niveles de expresion intrahepatico de
COX-2 con la edad y el sexo de los pacientes, los niveles de transaminasas, el
genotipo y carga virales, ni con el grado necroinflamatorio en la biopsia
hepatica. Por el contrario, se determind una asociacion de los niveles de

expresion intrahepatica de la COX-2 con el estadio de fibrosis hepatica.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que la COX-2,
mediante la  produccion  intrahepatica mantenida de cantidades
significativamente elevadas de PG y de la MMP-2 y MMP-9, juega un importante
papel en la fibrogénesis y, probablemente, en la carcinogénesis hepatica

relacionada con la infeccion crénica por el VHC.
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