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1 INTRODUCCIO

1.1 INFLAMACIO

La inflamacid és una reaccio defensiva de I'organisme contra tot tipus de lesié provocada per
un canvi extern o un dany tissular i que porta com a ultima instancia la restauracié estructural i
funcional del teixit. Aquesta resposta requereix d'immunitat innata i, depenent dels casos, d’'una
resposta immune adaptada [1-3].

Els medis i els sistemes que provoquen la lesié cel-lular responsable de la resposta inflamatoria
inclouen traumatisme mecanic (especialment aixafament), radiacié (teérmica, UV, radioactiva),
lesid quimica directa (productes quimics, caustics, corrosius), lesié secundaria quimica o
bioquimica (inhibidors metabolics, andxia), organismes invasius (virus, bactéries, parasits) i,
finalment, reaccions de tipus antigen-anticos que constitueixen la preocupacié principal [1].

Les reaccions inflamatories generalment es divideixen en dos tipus: agudes i croniques.

La inflamacié aguda consisteix en una reaccid de la microcirculacié que es caracteritza pel
moviment de les proteines sériques i dels leucocits des de la sang cap al teixit extravascular
formant-se una gran concentracié de cel-lules en el focus inflamat. Aquest moviment és regulat
per l'alliberament seqliencial de mediadors vasoactius i quimiotactics, que contribueixen a
propagar els cinc signes cardinals d’inflamacid: calor, rubor, tumefaccio, dolor i pérdua de
funcié. Els quatre primers signes van ser descrits per primera vegada per Cornelius Celsus el
segle | dC i el cinque per Galeno el segle Il dC [1,4] (Figura 1).

Figura 1. ll-lustracié representativa dels cinc signes cardinals
d’inflamacié (Figura adaptada de [2]).
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Microscopicament la inflamacié consisteix en un seguit d’etapes que inclouen (a) la dilatacio
d’arterioles, capil-lars i vénules amb un increment de la permeabilitat i del flux sanguini, (b)
I'exudacio de fluids, incloent proteines del plasma i (c) la migracio de leucocits a dins del focus
inflamatori [4].

Si I'estimul inicial d’'un procés inflamatori no s’elimina per la mateixa reaccié o per un control
adequat, persisteix un estat constant d’inflamacié generant-se una inflamacié cronica. De
manera caracteristica, sobresurten els processos de neoformacié del teixit conjuntiu, que es
concreten en la formacié de teixit de granulacio, exudat, monocitosi amb moltes cél-lules
gegants multinuclears, limfocits i acumulacid de ceéllules plasmatiques. La invasié de teixit
conjuntiu origina la formacié de teixit fibrés (fibrosi) [1]. Per tant, la inflamacié constitueix el
procés central de la lluita contra patdgens, perd si no es dona de forma ordenada i en el
moment adequat en resulta una inflamacié cronica que pot contribuir a desenvolupar diverses
patologies. Per exemple avui en dia existeixen nombrosos estudis que relacionen la inflamacié
amb malalties com l'asma, lartritis, l'arteriosclerosi, el cancer, I'Alzheimer, el Parkinson,
'esclerosi multiple o el mateix envelliment cel-lular. També cal considerar altres malalties
d’origen divers a on la fibrosi desencadenada després d’'un procés inflamatori és la causa
principal de la patologia. Exemples d’aquestes patologies soén la cirrosi hepatica (de tipus post-
viral o alcoholica), la fibrosi pulmonar idiopatica, la fibrosi pulmonar induida per bleomicina i el
rebuig cronic d’'al-loempelt [5].

Fa més de 100 anys Metchnikoff, gracies als seus estudis sobre la importancia del sistema
fagocitic en la defensa de I'hoste i als seus treballs sobre la inflamacio [6], va rebre el Premi
Nobel i va establir les bases de la recerca en el camp de la inflamacio.

Les malalties caracteritzades per la inflamacié sén una causa important de morbiditat i
mortalitat en humans. La inflamacié es déna normalment per I'intent dels leucocits de defensar
I'hoste a davant d’invasors externs. Els passos centrals en la patogenesi de gairebé totes les
formes d’inflamacid consisteixen en 'acumulacié de leucocits i la seva subseglient activacio.
Aixi doncs, la inflamacié és un procés de defensa de I'organisme, en la majoria dels casos,
contra agents invasors externs perd també poden ser agents interns com seria el cas de la
renovacio tissular i altres processos de regulacié propia de I'organisme [1]; és aqui on radica el
maxim interés ja que la mateixa inflamacié és causa d’algunes reaccions no desitjades. Una
abseéncia d’inflamacié arriba a comprometre a I'hoste. No obstant, un accés d’inflamacié ja sigui
secundari, p. ex. el reconeixement anomal del teixit de I'hoste, o alie¢, apaga el procés
inflamatori normal i desencadena la malaltia inflamatoria [4].

Durant el procés inflamatori I'eliminacié immunologica que es dona del material alié passa per
una série de passos integrats. Primerament el material ha de ser reconegut; per exemple, en el
cas de l'antigen, primer és reconegut com a “alie” per les immunoglobulines (IgGs, anticossos)

o pels receptors dels limfocits T, els quals després s’uneixen als seus determinants especifics
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(epitops). La unié d’'un component del sistema immune a un antigen desencadena generalment
lactivacié d’'un sistema d’amplificacié de senyal, iniciant-se la produccié de substancies
proinflamatories. Aquests mediadors alteren el flux sanguini, incrementen la permeabilitat
vascular, augmenten l'adhesié dels leucocits circulants a I'endoteli vascular, promouen la
migracio dels leucocits a dins del teixit i estimulen als leucocits a destruir 'agent iniciador de
tota la resposta inflamatoria. La destruccio real de I'antigen pel sistema immune té lloc mitjangat
cel-lules fagocitiques. Aquestes cél-lules poden migrar lliurament o poden estar situades a llocs
tissulars fixes formant part dels compostos del sistema mononuclear fagocitic. Els macrofags i
les cel-lules relacionades (p. ex. les cellules de Kupffer (KCs) o les cél-lules sinovials de tipus
A) sbn els components centrals d’aquest sistema. La destruccié d’antigens a fora del sistema
fagocitic mononuclear generalment té lloc en els espais intertissulars i és mitjangat pels
leucocits polimorfonuclears (PMNSs), els neutrofils o els mondcits, els quals son reclutats de la

sang circulant [4].

1.2 MEDIADORS D’INFLAMACIO

El procés inflamatori esta regulat per lalliberament sequencial de mediadors vasoactius i
quimiotactics els quals contribueixen al desenvolupament dels signes cardinals d’inflamacio:
calor, rubor, tumefaccio, dolor i pérdua de funcio.

Existeix un ampli conjunt de mediadors que coordinen les fases inicials d’inflamacié. Aquests
mediadors es poden classificar segons les seves propietats proinflamatories o antiinflamatories
[2] (Taula 1).

S’han identificat una gran varietat de mediadors quimics d’inflamacié d’entre els quals cal
destacar els mediadors solubles (histamina, citoquines, quimioquines, el factor de necrosi
tumoral (TNF), factors de creixement, triptases i altres proteases), les espécies reactives de
'oxigen i els radicals derivats de gasos (p. ex. el peroxinitrat) [4,5]. A més, existeixen altres
mediadors lipidics com és el cas del factor d’activacié plaquetari (PAF), els lisolipids i molts
eicosanoids derivats de l'acid araquidonic (AA) que es classifiquen com a mediadors
proinflamatoris entre els quals trobem les prostaglandines (PGs), els leucotriens (LTs) i altres
compostos relacionats (Taula1). Les amines vasoactives, els eicosanoids lipidics, les
citoquines i les quimioquines regulen de manera coordinada els canvis vasculars i el
reclutament de les céllules inflamatories. Aquests mediadors causen vasodilatacié

(responsable de la calor i el rubor) i extravasacio de fluids (causa de la tumefaccid) [5].
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Tipus de mediador Proinflamatori Antiinflamatori

Amines Histamina, bradiquinina Adrenalina, noradrenalina

Mediadors lipidics PGE;, PGl LTBy4, LTC4 PGJz, PGA112, lipoxines

Complement C3a, Cha Receptor C1q

Nucleotids ciclics GMPc AMPc

Molécules d’adhesié E-selectina, P-selectina, ICAM1, Integrina a3, receptor TSP,
VCAM1 receptor PS

Citoquines TNF, IL-1, IL-6 TGF-B1, IL-10

Quimioquines IL-8, GRO/KC, MP1a, MCP-1 =

Hormones esteroidees - Glucocorticoides

cAMP, adenosina 3,5 monofosfat ciclica; C3a, complement C3a; C5a, complement C5a; cGMP, guanosina 3,5
monofosfat ciclica; ICAM1, molécula d’adhesié intercel-lular 1; IL, interleuquina; LT, leucotrie; MCP1, proteina
quimiotactica de monodcits 1; MIP1a, proteina inflamatoria de macrofags 1a; PG, prostaglandina; PS,
fosfatidilserina; TGF-B1, factor de transformacié del creixement-p1; TNF, factor de necrosi tumoral; TSP,
trombospondina; VCAM1, molecula d’adhesié vascular cel-lular 1.

Taula 1. Mediadors inflamatoris (Taula adapatada de [2]).

Les molécules d’adhesié cel-lular faciliten el moviment de les cel-lules inflamatories des de la
circulacio periférica al lloc d’inflamaci6. Les citoquines proinflamatories, com és el cas del TNF i
de la interleuquina (IL)-1B, activen les vies de senyalitzacié de les cél-lules endotelials les quals
regulen I'expressié de les molécules d’adhesié que inicien la captura dels leucocits circulants
[4,7].

Durant el 1950 i el 1960 es van realitzar diversos estudis que van identificar diferents
mediadors antiinflamatoris enddgens que contraresten el trasvassament vascular, com és el
cas de l'adrenalina, la noradrenalina i la 5-hidroxitriptamina. L’adenosina monofosfat ciclica
(AMPc) intracel-lular, un segon missatger induit per diferents hormones, mediadors inflamatoris
i citoquines, disminueix I'activacié leucocitaria. Un augment dels nivells intracel-lulars de AMPc
que es dbéna com a resultat de la inhibicid6 del sistema enzimatic responsable del seu
catabolisme (la inhibicié de la fosfodiesterasa), disminueix tant la inflamacié immune com la no
immune in vivo i suprimeix també diferents processos cel-lulars in vitro, incloent I'alliberament
immunologic d’histamina i de LTs per part dels mastocits, monocits i neutrdfils; d’enzims
lisosomatics i d’espécies reactives de l'oxigen per part dels neutrofils; i de citoquines i d’oxid
nitric (NO) per part dels macrofags [8].

S’ha vist que els mediadors inflamatoris s’alliberen de forma sequencial al llarg del procés
inflamatori. Estudis realitzats en models animals d’inflamacié aguda han permés observar els
mediadors associats a cada una de les fases d'inflamacio (Figura 2). Les amines vasoactives i
els mediadors lipidics promouen la formacié d’exudat i/o edema; aquesta fase és seguida per

I'expressio de citoquines i quimioquines que activen I'endoteli i faciliten la migracié leucocitaria
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(neutrofils). Finalment, els mediadors lipidics antiinflamatoris, com és el cas de les LXs i les
PGs ciclopentanones, atenuen la migracié cel-lular i promouen l'apoptosi i I'aclariment
leucocitari del focus inflamatori. La fagocitosi de les cél-lules apoptotiques per part de les
cél-lules mononuclears promou l'alliberament posterior de més mediadors antiinflamatoris: el
TGF-B1, BAX i BCL-2 associats a proteina X [2] (Figura 2).

Inici Ressolucio
/\ f..—...‘\
Cél'lules
Exudacio Neutrofls Y mononuclears
30min 24h 4ah
Histamina Substancia P TNF MCP1 cyPGs
Serotonina PAF IL-1B IL-6 BAX
Bradiquinina PGs IL-8/KC p53
Complement LTs LXs TGF-B1

Figura 2. Alliberament sequencial de mediadors al llarg del procés
inflamatori (Figura adaptada de [2]).

A continuacié es descriuen amb més detall els mediadors d’inflamacié solubles i cel-lulars

segons Gallin Jl et al. [4].

1.2.1 MEDIADORS SOLUBLES D’INFLAMACIO

1.2.1.1 Immunoglobulines

Les IgGs o anticossos juguen un paper important tant en la iniciacié com en la perpetuacioé de
la reaccio inflamatoria. Les principals vies per complimentar aquesta funcié involucren
I'activacio del sistema del complement i I'activacié dels leucocits a través del complex antigen-
anticos [9].

Les IgGs poden ser fragmentades per la papaina en tres fragments diferents: dos fragments

Fab, que consisteixen en una cadena lleugera i el domini amino-terminal de la cadena pesada
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(fragment Fd), i un fragment Fc que conté el domini carboxi-terminal de la cadena pesada [10].
L’activitat biologica de les IgGs es divideix en dues categories anomenades funcidé primaria i
secundaria. La funcié primaria es localitza en el fragment Fab i consisteix en la unié especifica
a l'antigen. La funcié secundaria o les funcions efectores son mitjangades per la porcié constant
de la cadena pesada, particularment pel fragment Fc. S’ha demostrat que és aquest fragment
Fc el que determina la vida biologica mitja d’'una classe d’anticos, i també el lloc on es secreten
els anticossos (a la saliva, a les llagrimes, etc.) o si activen el sistema del complement i
s’uneixen a receptors de membrana cel-lular (receptors Fc, FcR) [11]. Els anticossos poden
causar inflamacié quan activen el sistema del complement i s'uneixen al FcR dels leucocits per
induir en aquestes cél-lules l'alliberament de mediadors. Depenent del tipus d’anticos, el

complement pot ser activat o bé per la via classica o per 'alternativa.

1.2.1.2 Sistema del complement

La via del complement és la responsable de desencadenar els processos inflamatoris i
constitueix una peca integral en la defensa de I'hoste contra les infeccions. El sistema del
complement es composa de vint o més proteines plasmatiques amb diferents activitats
bioldgiques: la induccio de la resposta inflamatoria i la promocio de la ingestio, matanca i lisi
dels microorganismes. Aquestes proteines inclouen els components de la cascada proteolitica
limitada, els components terminals que s’uneixen per formar el complex d’atac a membrana
(MAC), les proteines reguladores i els receptors cel-lulars. A més a més, hi han diferents
receptors de superficie cel-lular que presenten especificitat de lligant pels productes de reaccio
del complement els quals s’expressen en les cél-lules inflamatories i les cél-lules del sistema
immune. El paper que juga el complement durant la inflamacio i el dany tissular va resultar ser
aparent a través d’investigacions cliniques i mitjangant el descobriment que la patogénesi de
certs models de malaltia experimental era depenent de complement [12].

Els processos de defensa de I'hoste que sén depenents o modificats per I'activacié del
complement inclouen I'opsonitzacié i la fagocitosi de microorganismes i de substancies foranes,
el reclutament i l'activacié de cellules actives immunologiques als llocs d’inflamacio, el
processament i 'aclarament dels complexes immunes i la lisi directa de molts tipus de dianes
com son els virus encapsulats, les bactéries gram-negatives i les cél-lules eucariotes
reconegudes com a foranes per I'hoste [12].

El sistema del complement comprén dues vies d’activacio: la via d’activacié classica i
l'alternativa. La via alternativa constitueix el component humoral de la defensa natural contra
infeccions que poden operar sense la participacié d’anticossos. En canvi, la via classica

d’activacié del complement és un mediador de la resposta especifica a anticossos; amb poques
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excepcions, es desencadena per la unié de I'antigen a les molécules d’anticos. Les dues vies
produeixen el trencament i l'activacié de C5 i d’aquesta manera I'assemblatge del MAC. El
MAC, a través del seu lloc d’'unié estable a membrana, s’uneix fortament a les membranes
diana permetent la interaccié hidrofobica amb la bicapa lipidica [12].

L’activacié del complement, tant per la via classica com per l'alternativa, porta a la generacio de
productes que no només ajuden al manteniment de les defenses normals de I'organisme sin6
que també actuen com a mediadors d’inflamacié i dany tissular. Respecte a les defenses de
'hoste i a la inflamacio, els productes més importants del complement inclouen tant els
fragments llargs de C3 amb activitat opsonica, com també péptids de baix pes molecular
(derivats de C3 i C5) que presenten activitat anafilatoxica i estimulen directament els leucocits
[12].

Els péptids derivats de C5, per exemple, han estat detectats en fluids sinovials de pacients amb
artritis reumatoides [13] com també en les capes dérmiques de pacients amb psoriasi i

dermatitis pustular inflamatoria [14].

1.2.1.3 Eicosanoids

Els eicosanoids juguen un paper clau en diversos processos fisiologics i patologics modulant la
iniciacio, la progressio i la resolucié de la resposta inflamatoria. Ja que estan considerats com
els mediadors solubles d’'inflamacié més importants s’amplia la seva caracteritzacié en I'apartat
1.3.

1.2.1.4 Factor d’activacié de plaquetes

El factor d’activacio de plaquetes (PAF) és un fosfolipid altament bioactiu que exerceix un ampli
rang d’efectes biologics d’entre els quals cal destacar I'estimulacié de I'adhesié cel-lular, la
permeabilitat vascular, I'agregacio plaquetaria i la contraccié del muascul llis. EI PAF és alliberat
generalment per les cel-lules productores a I'espai extracel-lular i actua unint-se a receptors
especifics de les cel-lules diana acoblats a proteina G. No obstant, el PAF sintetitzat per
cél-lules endotelials activades es manté a la membrana cel-lular, on mitjanga l'activacio
juxtacrina i I'adhesié subsegiient de les cel-lules mononuclears de la sang.

El PAF a més de disposar de I'habilitat d'induir reaccions al-lérgiques agudes i inflamatories
també regula els processos fisiologics i fisiopatologics (com la modulacié cardiovascular,

pulmonar i renal, la funcid hepatica, la neurofisiologia, la biologia tumoral i la fisiologia
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reproductiva). A més cal destacar que el PAF reforga la conversié pro-adhesiva de I'endoteli, la

qual facilita la migracié dels leucdcits de la vasculatura al focus inflamatori [15].

1.2.1.5 Histamina

El 1911 Dale i Laidlaw van observar per primera vegada que l'histamina disposava de
propietats vasoactives [16] pero la seva associacidé a mastocits tissulars no es va descriure fins
el 1953 [17]. L'histamina que és alliberada per les cél-lules cebades com a resposta a la
preséncia d’antigens, de certs factors inflamatoris cel-lulars, d’opioides o d’estimuls fisics, és
capa¢ de causar vasodilataci6 amb la conseglent formacié d’eritema, increment de la
permeabilitat vascular (edema) i dolor. Aixi doncs, I'histamina pot produir tres dels cinc signes
cardinals d’inflamacié i desencadenar un increment de la permeabilitat vascular provocant un
augment de la infiltracio leucocitaria en el focus inflamatori.

Esta descrit que I'histamina també pot generar PGs. En concret, I'anafilaxi induida per antigen
en el pulmé huma provoca un increment d’histamina i també de PGF,,, PGE; i TXB, [18].

Cal remarcar que I'histamina afecta al reclutament dels basofils en el lloc d’inflamacié de la
mateixa manera que és quimiotactica pels eosindfils humans. A més I'histamina és capag

d’alterar la funci6 dels neutrofils humans [19].

1.2.1.6 Citoquines

Les citoquines son proteines de senyalitzacié extracel-lular necessaries per la comunicacio
cellula-cél-lula a través de I'organisme. Aquestes proteines son produides per molts tipus
cel'lulars i actuen unint-se a receptors especifics de membrana de les cél-lules receptores les
quals indueixen vies de transduccié de senyal que porten a lactivacidé d’'una seérie de
mecanismes que afecten a les propietats funcionals d’aquestes cél-lules [20].

La senyalitzacié per citoquines juga un paper important tant en estat fisiologic com patologic.
Es important durant el desenvolupament prenatal i el creixement postnatal, la remodelacié i el
manteniment de cada teixit i organ, i és essencial durant la resposta inflamatoria i immune com
també per la cicatritzacié de les ferides i la reparacié de teixit. Per tant, I'equilibri entre les
diferents citoquines juga un paper clau en la regulacio de les funcions cel-lulars importants com
sén la migracio, la proliferacio i la sintesi de matriu durant el procés inflamatori.

Les citoquines constitueixen un grup ampli de molécules (n’existeixen més de 30 tipus
diferents) que es classifiquen convencionalment segons la classe de molécula a que pertanyen:

ILs, factor de necrosi tumoral, interferons (IFNs), factors estimuladors de colonia (CSFs), factors

10
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de creixement i quimioquines [21]. De totes maneres depenent de 'objectiu de la classificacio
pot ser preferible distingir les citoquines depenent de si presenten accions proinflamatories
(incloent TNF, IL-12, IL-18 i IFNy) o antiinflamatories (incloent IL-1, L-4, IL-6, IL-10, IL-11 i IL-
13) i si sén produides per les cel-lules T helper tipus | (Th1; incloent IL-2, IFNy i TNF) o per les
celllules T helper tipus Il (Th2; incloent la IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13). De totes maneres
pot ser util classificar les citoquines segons la seva funcié principal, com per exemple aquelles
amb propietats quimioatraients que causen la migracio directe dels leucocits [les quimioquines
(incloent la MCP-1, RANTES, la MIP-1, IL-8 i IL-16)] o0 segons 'homologia de la sequéncia del
receptor (p. ex. aquelles que utilitzen la proteina de transduccié de senyal gp130: IL-6, IL-11,
IL-12, oncostatina M i cardiotrofina-1). No obstant, les funcions efectores de les citoquines
disposen d’un grau substancial de pleiotropisme que fa que la majoria de les subdivisions
tinguin un caracter arbitrari [22].

La IL-1 constitueix un mediador clau de la resposta aguda causada per una invasié microbial,
inflamacié, reaccié immunologica o dany tissular. Existeixen evidéncies que impliquen a la IL-1
com una de les primeres molécules més importants sintetitzades durant la resposta inflamatoria
de fase aguda, cosa que indica que el seu efecte bioldgic es manifesta gairebé en tot tipus
tissular i organ.

Una altra IL que intervé en els processos inflamatoris és la IL-2. El 1976 Morgan et al. van
identificar un factor capa¢ de promoure el creixement in vitro de les célllules T activades
humanes [23]. A part de 'acci6 principal de la IL-2 de promoure el creixement de les cél-lules T
que expressen el receptor per aquesta limfoquina, la IL-2 té altres propietats biologiques; s’ha
vist que també esta implicada en la proliferacio i la diferenciacié de certes cél-lules B activades
[24,25] i també pot estimular la produccio, per part de les cél-lules T, del factor de creixement
de les cél-lules B i de INFy [26] independentment dels seus efectes sobre la proliferacié de les
ceéllules T.

Els INFs van ser descoberts el 1950 i foren les primeres citoquines ben caracteritzades. El
INFy va ser el primer producte de secreci6 de les cél-lules T descobert i clonat. També s’ha vist
que tant el TNF com el factor de creixement mieloide juguen un paper important en el procés
de la resposta inflamatoria [20].

Les quimioquines so6n una familia de citoquines quimiotactiques que van ser identificades per
primera vegada per la seva habilitat d’induir la migracio de diferents tipus cel-lulars,
particularment aquells d’origen limfoide. Les quimioquines poden ser activades per citoquines
inflamatories, factors de creixement i estimuls patogénics [27]. La via de senyalitzacio de les
quimioquines pot coordinar el moviment cel-lular que es dona durant la inflamacié, com també
el transport homeostatic de les céllules mare hematopoiétiques, limfocits i céllules

dendritiques. S’ha demostrat que les quimioquines conjuntament amb les selectines i les
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integrines actuen com a senyals que dirigeixen la migracio leucocitaria de la mateixa manera
que poden activar els leucocits. Les quimioquines de baix pes molecular (proteines de 8-10
kDa) es classifiquen en quatre grups altament conservats (CXC, CC, C i CX3C) depenent de la
posicio de les dues primeres cisteines que es troben adjacents a I'extrem amino-terminal. S’han
descobert més de cinquanta quimioquines fins al moment i existeixen almenys 18 receptors
humans de quimioquines constituits per set dominis transmembrana. Per exemple, CINC-1
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1) és un péptid proinflamatori de 8-kDa membre
de la familia de les quimioquines CXC amb una activitat quimiotactica potent cap a neutrofils
[28,29]. CINC-1 és la part equivalent de rata de la IL-8 humana i/o el producte genic de
regulacio del creixement o (GRO«) [28,29].

1.2.2 MEDIADORS CEL-LULARS D’INFLAMACIO

Una gran varietat cellular esta implicada en la resposta inflamatoria i en l'alliberacio de
mediadors d’inflamacié solubles, des de les cél-lules fagocitiques (neutrdfils, eosindfils i
macrofags) fins als mastocits, basofils, plaquetes, cél-lules endotelials, fibroblastes, limfocits i
leucocits.

La principal atencio en la investigacié de la inflamacié es centra en el reclutament de leucocits
de la sang [30]. No obstant, una resposta rapida requereix de cél-lules centinelles pre-
estacionades en el mateix teixit. Els mastocits i els macrdfags son els responsables d’aquesta
funcio.

Quan es ddéna un traumatisme lleu amb infeccid primer els mastocits alliberen mediadors
solubles i tot seguit trenquen les triptases dels mastocits trenquen els receptors activats per
proteases generant-se un extrem amino-terminal que desencadenara la unié de proteina G als
receptors acoblats a mastocits, terminacions nervioses sensorials [31], endoteli i neutrofils.
Aquesta senyal, a més d’activar els mastocits i les neurones, fa que I'endoteli es torni enganxds
pels leucocits i permeable a fluid, i promou que els leucocits alliberin PAF. EI PAF reforga la
conversié proadhesiva de l'endoteli, la qual resulta en una migracié de leucocits de la
vasculatura. Els neutrofils son parcialment activats pel TNF mentre que els mastocits i altres
neutrofils produeixen LTs, donant lloc a l'alliberament de petites quantitats d’elastasa. Tot
aquest conjunt d’esdeveniments genera el trencament de la coberta del CD43 (la leucosialina)
dels neutrofils, permetent a les seves integrines unir proteines de la matriu extracel-lular (MEC)
[32]. La senyal binaria de les integrines, després de I'estimulacio per TNF, quimioquines o C5a
desencadena la desgranulacid i una explosio respiratoria massiva [33], resultant-ne un
alliberament de proteinases (p. ex. d’elastasa, serprocidines, catepsina G i proteasa 3), altres

hidrolases, proteines antibiotiques (p. ex. el factor d'increment de permeabilitat bacterial, quatre
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o-defensines, les tres serprocidines i els seus homolegs proteoliticament inactius, les
azurocidines) i oxidants (p. ex. el perdxid d’hidrogen, hipohalits i cloramines). Els oxidants
activen les metaloproteases de matriu (MMPs) i inactiven els inhibidors tissulars de proteases
(TIMPs) [34]. Totes aquestes accions promouen el trencament del teixit. Les MMPs trenquen el
TNF dels macréfags de teixit com també dels mondcits i aquests sén atrets quimiotacticament
del torrent sanguini cap al teixit per I'azurocidina [35]. El TNF, derivat dels macrofags i
monocits, i les quimioquines atrauen i activen més neutrofils. La combinaci6 de TNF i
quimioquines amb els mastocits produeix PGE,. Les defensines son derivades dels neutrofils i
recluten limfocits [36], mentre que els LTs ajuden a atraure les cel-lules dendritiques [37]
presentadores d’antigen. Els limfocits, conjuntament amb els productes microbials, activen als
macrofags a secretar proteases, eicosanoids, citoquines, espécies reactives de l'oxigen i

intermediaris de nitrogen.

1.3 SINTESI D’EICOSANOIDS

Els eicosanoids juguen un paper clau en la progressio i la resolucio de la inflamacio. Per aquest
motiu estan considerats com els mediadors d’inflamacié principals i seran objecte d’estudi al
llarg del present treball.

Els eicosanoids son compostos derivats de I'oxigenacio dels acids grassos poliinsaturats de
cadena llarga. Es troben de forma general en tot el regne animal i també es troben, juntament
amb les seves formes precursores, en una gran varietat de plantes. Constitueixen una gran
familia de compostos que no només son altament potents siné que també disposen d’'un ampli
espectre d’activitats biologiques. Degut a aquesta caracteristica els eicosanoids, els seus
receptors especifics, els seus inhibidors i els seus precursors presenten un gran potencial
terapéutic. No obstant, els eicosanoids tenen una vida mitja curta (de segons a minuts), per
aquest motiu s’han sintetitzat diversos analegs estables per a utilitat clinica [38].

Els eicosanoids sén compostos derivats de 'acid araquidonic (AA) amb una varietat d’accions molt
potents els quals estan implicats en inflamacio, febre, dolor, coagulacio, pressié sanguinia, secrecio
gastrica, etc. Els eicosanoids poden actuar sobre el mateix teixit on es produeixen com si fossin
hormones tissulars [39]. La seva disponibilitat és, per tant, depenent del subministrament d’acids
grassos essencials.

Estructuralment totes les cél-lules de I'organisme disposen d’'una membrana constituida per
una bicapa lipidica formada per fosfolipids i proteines de membrana que selectivament
permeten el pas de nutrients i de metabolits des de l'interior a I'exterior de la cél-lula i viceversa.

Quan un agent invasor provoca el trencament d’aquesta membrana per lesi® mecanica o
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invasiva, els fosfolipids de la membrana s’alliberen i son substrat de I'enzim fosfolipasa (PL) A,
que genera el primer producte de la cadena de reaccions: 'AA (Figura 3).

L’alliberacié d’AA dels fosfolipids de membrana constitueix el primer pas cap a la formaci6 de
PGs i LTs. Per tant, per l'acci6 dels enzims anomenats PLs (principalment per la PLA))
s’allibera 'AA de la membrana (Figura 3).

Les PLA, son una superfamilia de esterases que hidrolitzen I'enllag éster de la posicié sn-2 dels
fosfolipids de la membrana cel-lular, alliberant I'acid gras i el lisofosfolipid corresponent.
Antigament les PLs es van classificar depenent de la seva localitzacio i de la dependéncia a

calci (Ca%"). D’aquesta manera es distingeixen:

a) La PLA; de baix pes molecular (14kDa) de tipus | i Il o també anomenada PLA; secretada

(PLA2s). Ambdues fosfolipases alliberen els acids grassos de forma no selectiva.

b) La PLA, citosolica (PLA,c) de més alt pes molecular (85 kDa). Aquesta fosfolipasa és
depenent de ca* i teé preferéncia pels fosfolipids que presenten 'AA com és el cas de
lafosfatidilcolina. La PLA,c s’activa en preséncia d’hormones, neurotransmissors i factors de

creixement translocant-se del citosol a la membrana.

c) LaPLA; independent de Ca®* (PLA.i) que es localitza de forma intracel-lular.

Fosfolipids de
membrana

DAG

s
Liso-PL

AA

Ceoxd Lo D Eipasd

PGH, HPETE

SN N

PGs PGIl, TXA, HETEs LT EET  HETE

Figura 3. Metabolisme dels eicosanoids.
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També I'AA es pot generar per altres vies les quals inclouen la via de la fosfolipasa C, que
allibera diacilglicerol (DAG), o la via de la fosfolipasa D, que allibera acid fosfatidic el qual pot
ser metabolitzat per la fosfohidrolasa de I'acid fosfatidic a DAG. La concentracié d’AA cel-lular
també pot augmentar de manera més secundaria al inhibir-se la seva utilitzacié en la reacilacio
dels lisofosfolipids.

Actualment a causa de la complexitat de les noves PLs existeix una classificacié de les
diferents PLA, segons la seva sequéencia de nucleotids [40].

Fins al moment s’han descrit onze grups de fosfolipases (I-XI) les quals tenen la seva
equivaléncia amb I'antiga classificacio [41-43].

Es la PLA,c de 85 kDa la que subministra normalment I'’AA per a la produccié de PGs. La PLA,
catalitza la hidrolisi dels glicerofosfolipids en posicid sn-2 donant lloc a acids grassos lliures i
lisofosfolipids. Degut a qué aquesta isoforma de PLA; requereix Ca* i calmodulina per la seva
activacid, s’ha considerat que és la PL i no la ciclooxigenasa (COX) el pas limitant en la
produccioé de PGs [44].

L’AA és el precursor comu més important i més abundant d’'una gran familia de mediadors
lipidics biologicament actius que es coneixen amb els nom d’eicosanoids. L’AA és un acid gras
poliinsaturat format per una cadena hidrocarbonada de 20 atoms de carboni amb quatre dobles
enllagos C20:4 (acid cis A5,8,11,14-eicosatetranoic) que fan que sigui una estructura hidréfoba
i facilment susceptible de ser oxidada.

La reacci6 de 'AA amb una molécula d’oxigen es pot donar de manera no enzimatica
contribuint a I'estrés oxidatiu mitjangant la formacié d’isoprostants, o de manera enzimatica a

través de 'accio de tres tipus d’oxigenases:

a) La COX
b) La lipooxigenasa (LO)
c) El citocrom P450

a) La COX converteix I'AA a PGG,/H, gracies a les activitats oxigenasa i peroxidasa de I'enzim.
La PGH; actia com a precursora d’'un ampli ventall de PGs i TXs d’entre els quals cal destacar
la PGl,, PGE,, PGD,, 15d-PGJ,, 6-ceto-PGF,,, PGF,,, TXA,, TXB, (Figura 4).

A més, altres substrats diferents de I'AA, com és el cas de I'acid docosahexanoic (DHA) i I'acid
eicosapentanoic (EPA), poden funcionar com a substrat per la sintesi d’'una série de noves
molécules d’origen lipidic anomenades resolvines.

S’amplia la informacié sobre la COX en el seglient apartat 1.3.1.
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b) La LO catalitza la reaccié de sintesi de 'AA a acid hidroperoxieicosatetranoic (HPETE) que

és rapidament convertit a acid hidroxieicosatetranoic (HETE) precursor dels LTs i les LXs

[38,45] (Figura 5).
Els mamifers disposen de la

d’introduir un oxigen molecular en una posicié determinada de I'AA [46] (Figura 5). De la

mateixa manera que succeia amb els prostanoids, cada tipus cel-lular pot expressar diferents

enzims lipooxigenasics i, add

exemple, a diferéncia de les cél-lules PMNs humanes que presenten activitat 5- i 15-LO, les

plaquetes mostren exclusivam

sintetitzen LTB,4 a partir del LTA, alliberat pels neutrofils per accié de I'enzim LTA4-hidrolasa

[46,47].
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Figura 4. Via de la ciclooxigenasa.
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Els LTs més investigats a fons son aquells que provenen de la 5-LO, la qual s’expressa en
cél-lules inflamatodries [polimorfonuclears (PMNs), basofils, mastocits, eosindfils i macrofags].
Aquesta via és de gran interés ja que esta associada amb I'asma i el xoc anafilactic.

La 5-LO va ser per primera vegada descrita el 1976 per Borgeat et al. [48] com I'enzim
catalitzador de la biosintesi de potents eicosanoids bioactius. La 5-LO ha estat identificada com
una proteina citosolica amb una massa de 78kDa, tot i que també ha estat localitzada al nucli
[49]. El gen de la 5-LO té més de 82 kb de llargada i compren 14 exons separats per 13 introns
[50]. Aquest enzim donara lloc als productes de la série dels LTs que constitueixen un grup de
compostos derivats de 'AA amb activitats bioldgiques involucrades en el procés d’inflamacio i
en la hipersensibilitat immediata. Alguns LTs sén quimiotactics de neutrofils i arriben al lloc de
la lesid per tal de neutralitzar als possibles agents invasors [1].

Com altres membres de la familia de les LOs, la 5-LO és una dioxigenasa, catalitza la
hidroperoxidacié de I'AA donant lloc a la formacié de 'acid 5-S-HPETE. Consecutivament la
reduccio del 5S-HPETE comporta la formacié, o bé de 5-HETE o bé de I'acid 5,6-0xid-7,9-
trans-11,15-cis-eicosatetranoic, més conegut com a LTA,. EI LTA, és un epdxid inestable que
pot ser metabolitzat per tres enzims especifics que produiran diferents productes bioactius. El
primer d’aquests enzims és la LTAs-hidrolasa que catalitza la hidrolisi del LTA; a LTB,. El
segon enzim, la LTC,-sintasa o la glutatié S-transferasa, catalitza la conjugacié del LTA; amb
un glutatié tripeptidic generant LTC,. El metabolisme del LTC, pot continuar gracies a la
degradacié sequencial del glutatié per part de les peptidases. Per l'accié d’'una y-glutamil-
transpeptidasa es produeix el LTD,. Finalment, I'accié d’'una dipeptidasa sobre el LTD, provoca
la pérdua d’un residu de glicina que comportara la formacié del LTE, [46] (Figura 5). Aquests
tres ultims compostos que corresponen a la substancia lenta de reaccié de I'anafilaxis reben el
nom de cisteinil leucotriens (Cys-LTs) o peptidoleucotriens. El tercer enzim produeix LXA, i B4
gracies a l'actuacio enzimatica de la 12- o la 15-LO [51]. De forma similar a la de la 5-LO, es
produeixen els acids 12-i 15- HPETEs i 12-i 15- i HETEs.

L’activacié de la 5-LO requereix de cofactors com adenosina trifosfat (ATP), Ca®" i una proteina
de 18 kDa anomenada proteina activadora de la 5-LO (FLAP) la qual facilita 'anclatge de 'AA a
la 5-LO. Gracies a aquests cofactors la 5-LO pot translocar-se a la membrana plasmatica o al
reticle endoplasmatic on s’uneix a la FLAP que li facilita 'accés a I'AA lliure [52].

Els LTs regulen processos immunoinflamatoris. En aquest sentit, el LTB, indueix I'adhesié a
endoteli; en leucocits produeix una important resposta quimiotactica i en neutrofils estimula
I'agregacio, la secrecioé d’enzims lisosomals i la generacié de superoxid [46,47]. A més, el LTB,

té la capacitat d’estimular I'activitat de la 5-LO augmentant els nivells de Ca®* intracel-lular [53].
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Figura 5. Via de la 5-lipooxigenasa.

La modulacié de la resposta proliferativa en cél-lules immunocompetents ha estat associada a

I'actuacio del LTB,, possiblement per I'estimulacié de la sintesi de la IL-1, -2 0 -6 [47]. D’altra

banda, els cys-LTs sén principalment potents inductors de la contractibilitat de la musculatura

llisa, el que es tradueix en accions bronco i vasoconstrictores, un augment de la permeabilitat

vascular i una secrecio de mucus a les vies aéries [46,47].

Els LTs generats davant un estimul sén extrets al medi extracel-lular a on exerciran les seves

accions fisiologiques a través dels receptors de superficie de les seves cél-lules diana.

Actualment s’han descrit receptors a la superficie dels neutrofils i eosinofils amb alta i baixa

afinitat pel LTB,, alhora que pels LTs sulfopeptidics s’han identificat receptors amb molta

variabilitat pel que fa a I'especificitat entre animals i humans [47]. Estudis recents, relacionen la

18



Introduccié

regulacio de l'activitat inflamatoria amb la unié del LTB, al receptor activat per proliferadors
peroxisomals (PPAR)a. [54]. La preséncia d’aquests receptors intranuclears activats pels
eicosanoids permet relacionar les accions dels lipids bioactius amb mecanismes d’expressio
genica.

La inhibicié de la 5-LO presenta un gran interés farmacologic, ja que amb la seva inhibicié per un
costat s’equilibra 'augment de la sintesi de LTs i per l'altre s’afegeixen els efectes beneficiosos de
la disminucié de quimiotaxis i de permeabilitat vascular. Actualment existeixen quatre propostes
de farmacs inhibidors dels LTs [47] (Figura 6):

- Inhibidors de 'enzim 5-LO

- Inhibidors de la FLAP

- Antagonistes dels receptors dels LTs (LTB4 i LTD,)

- Inhibidors de la PLA,

INHIBIDORS DELS LTS ANTAGONISTES DELS LTs

ﬁ_ farmac
I Leucocits
——— Endoteli
Fa vascular
LTB,

Altres
cel-lules

4 diana

Inhibidors de la FLAP: bloquegen la FLAP Antagonistes del receptor del LTB,:
inhibint la sintesi de LTs a partir de IAA. bloquegen l'accié del LTB, en leucocits,
endoteli vascular i altres cel-lules diana.

farmac @

LTC, llis
b ——— il Céllules de
] ¥ gl 1a mucosa
LTD, /\ i Altres

Muscul

% céllules
“y diana

LTE,

L i |

Inhibidors de la 5-LO: bloquegen la  5-LO Antagonistes del receptor del LTD,:
bloquejant el metabolisme de I'AA cap a bloquegen I'accié dels cys-LTs C,, D, i E,
LTs.

en les ceél-lules diana com és el muscul llis
i les cél-lules de la mucosa.

Figura 6. Inhibidors i antagonistes dels leucotriens (Figura
adapatada de [47]).
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Els inhibidors de la 5-LO son efectius contra els processos asmatics, de rinitis i sinusitis
allergica tot i que també hi han estudis que els relacionen com a preventius del cancer de
colon [38].

c) La familia d’enzims del citocrom P450 constitueix la ultima via majoritaria del metabolisme de
'AA. Aquesta familia d’enzims insereix un atom d’oxigen en les diferents posicions de la
molecula d’AA donant lloc als acids epoxieicosatrienoics o 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, i 15-HETEs
[55,56].

1.3.1 VIA DE LA CICLOOXIGENASA

1.3.1.1 Expressio6 génica

El gen de la COX es va purificar per primera vegada a partir de les glandules vesiculars
bovines [57] i 'enzim va ser clonat el 1988 per tres grups per separat [58-60]. EI 1991 es va
identificar una segona isoforma induible de la COX que es va anomenar COX-2 [61,62]. Les
dues isoformes de la COX, COX-1 i COX-2, estan codificades per gens diferents. A més, en
humans els gens es localitzen en cromosomes diferents; el gen de la COX-1 es localitza en el
cromosoma 9 [63] mentre que el gen de la COX-2 es localitza en del cromosoma 1 [64]. El gen
de la COX-1 esta constituit per onze exons i deu introns que recobreixen 22.5 kb d’acid
desoxoribonucleic (DNA) genomic. La transcripcié de la COX-1 dona lloc a un acid ribonucleic
missatger (MRNA) de 2.8 kb que codifica per uns sis-cents residus d’'una proteina de 67-72
kDa. Aquesta proteina conté un péptid senyal d’intercalacio a la membrana i disposa de quatre
possibles llocs de N-glicosilacié. La majoria d’exons de la COX-1 estan conservats en la COX-2
a excepcio de I'ex6 2. El gen de la COX-2 és més petit (8.3 kb) degut a que esta format per deu
exons i disposa de dos introns de grandaria més petita. La transcripcio de la COX-2 déna lloc a
un mRNA de 4.5 kb que codifica per una proteina de 67-72 kDa [65,66].

1.3.1.2 Estructura proteica

Les COXs son proteines integrals de membrana, glicosilades, que es localitzen en el reticle
endoplasmatic i en la membrana nuclear. Es troben anclades a la membrana en forma de dues
subunitats. La seqliiéncia d’aminoacids (aas) de la COX-2 presenta un 63% d’homologia amb la
de la COX-1 a dins d’'una mateixa especie i les dues proteines catalitzen les mateixes

reaccions i tenen constants cinétiques idéntiques de conversié de 'AA a PGs. Les diferéncies
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meés acusades es troben a nivell d’estructura primaria mentre que les estructures terciaries i
quaternaries son molt semblants. L’estructura tridimensional de la COX-1 ovina es va
determinar el 1994 [67] (Figura 7) i més tard es van publicar les estructures tridimensionals de
les formes recombinants de la COX-2 humana [68] i de ratoli [69]. La cadena polipeptidica de
cada una de les subunitats que forma la COX esta organitzada en tres dominis estructurals. La
zona aminoterminal esta constituida per intradominis amb possibilitat de formar ponts disulfur.
El segon domini esta format per quatre hélixs o de caracter amfipatic. Per acabar el domini més
gran disposa d’una estructura globular a on es situa el domini catalitic format per una estructura
d’helixs a. Aquest domini forma dos lobuls a la cara interna en els quals es localitza el grup
hemo necessari per I'activitat peroxidasa (Figura 7). El dimer es forma per la interaccié de la
zona aminoterminal de manera que queda un canal amb una superficie hidrofdbica que dona
accés als dominis catalitics (Figura 7). No només els substrats lipidics tenen accés a aquest
canal, sind que també els antiinflamatoris no esteroidals (AINEs) sén capagos d’introduir-s’hi.
Tot i que la COX-1 i la COX-2 tenen només un 60% d’homologia, els residus del centre actiu i
del canal d’accés al centre actiu es troben molt conservats. De fet només existeixen dues
variacions entre aas: la substitucid de dues Isoleucines (lle) per dues Valines (Val) en la
isoforma COX-2, en les posicions 434 i 523 [67]. Tot i que les dues isoformes oxigenen I'AA
amb cinétiques semblants (amb valors similars de Km i Vmax) [70], en general la COX-2 és
molt més eficient oxigenant substrats alternatius com I'acid eicosapentanoic i I'acid linolénic
[65,71].

Domini
catalitic oy, —

((y
'--.,;.gDomini d'unio
a membrana

Figura 7. Estructura tridimensional d’'una de les subunitats de la COX-1. En el panell de I'esquerre es
remarca el domini catalitic amb el seu centre actiu i el domini d’unié6 a membrana. Al panell de la dreta
es mostra I'estructura de I'esquelet de carboni-a ressaltant en rosa el canal d’accés del substrat i el
centre actiu (Figura adaptada de [67]).
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La diferéncia més important entre les dues isoformes de la COX es relaciona amb la distribucio
tissular i la seva regulaci6. La COX-1 s’expressa de forma constitutiva en el reticle
endoplasmatic de la majoria de cél-lules i es distribueix ampliament a través del sistema
gastrointestinal, ronyons, muscul llis vascular i plaquetes [72]. La COX-1 és responsable de la
produccio de PGs fisioldgiques i homeostatiques les quals exerceixen funcions citoprotectores
de la mucosa gastrica, afavoreixen la integritat de la funcié plaquetaria i son responsables del
manteniment d’algunes funcions homeostatiques en el ronyo [73-75]. Pel contrari, la COX-2 no
es troba de forma habitual en cél-lules diferenciades perd pot ser induida rapidament en
preséncia de citoquines o factors de creixement. Per tant, la isoforma COX-2 és la responsable
de la sintesi de les PGs involucrades en la resposta inflamatoria [62,74,75].

Recentment s’ha descobert en cervell una tercera isoforma, la COX-3, la qual es formaria per
una variant de I'splicing alternatiu de la COX-1 [76]. La COX-3 manté les propietats de la COX-
11 COX-2, perod la preséncia d’un intré en el mRNA que I'ha de traduir fa que tingui una cadena
extra de 30 aas més a I'extrem aminoterminal [76,77]. També s’ha trobat expressié de COX-3
en menor grau en aorta i teixit cardiac. La COX-3 és inhibida per analgesics tipus paracetamol,
diclofenac, ibuprofé i antipirétics com antipirina, aminopirina i fenacetina essent aquests ultims
inactius per la COX-1i COX-2.

1.3.1.3 Activitat catalitica

La COX és l'enzim que transforma I'AA en PGH,, el precursor immediat de nombrosos
prostanoids, incloent les PGs i TXs. La via de la COX presenta un interés clinic particular a
causa de que és la principal diana terapéutica de molts farmacs com sén els AINEs, els
inhibidors selectius de la COX-2 i I'aspirina (ASA), tots ells utilitzats per millorar la inflamacio, el
dolor i la febre i prevenir I'aterotrombosi [71]. L’activitat catalitica dels dos isoenzims de la COX
és prou semblant perqué es puguin tractar com si fossin enzims bioquimicament idéntics. Per
tant, la bioquimica dels dos isoenzims es resumeix en una de sola.

La COX o PG sintasa H és un enzim bifuncional que catalitza les dues primeres reaccions de la
biosintesi de les PGs i TXs. La primera reaccioé consisteix en una oxigenacié de I'’AA que dona
lloc a la formacié de I'endoperoxid ciclic PGG,, i la segona reaccié es serveix de I'activitat
peroxidasa de la COX i converteix la PGG, en PGH, [65] (Figura 8). Aquestes dues reaccions,
d’oxigenacio i de peroxidacio, es donen de forma sequencial.

El model del centre actiu de la COX es basa en (1) existeix un lloc d’'uni6é del substrat (AA o
AINEs) a la COX el qual és diferent del lloc d’'uni6 dels hidroperoxids a la peroxidasa; (2) hi ha
un sol grup hemo en la COX que esta coordinat tant a la posicié axial com distal per residus

d’histidina; (3) un residu de tirosina (Tyr) serveix de conductor d’electrons entre els centres de
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reaccio de la peroxidasa i la COX; i (4) el lloc I'acetilacié de 'ASA a la Ser530 és proxim al
centre actiu de la COX [78] (Figura 9).
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Figura 8. Acci6 sequencial dels dos centres catalitics de la COX.

El radical Tirosina (Tyr) 385 inicia la reaccio de la COX atraient I'hidrogen 13-pro-S de I'AA cap
al centre catalitic de la COX. El radical araquidonil resultant passa per una série de
transformacions que després de I'addicio de la segona molécula d’oxigen produeixen un radical
peroxil que actuara com el precursor immediat de la PGG, regenerant-se el radical tirosil i aixi
la COX podra iniciar de nou un cicle catalitic unint una nova molécula d’AA. El centre actiu
peroxidasa consta del grup hemo i segueix un mecanisme molt similar al d'altres peroxidases
com son el citocrom C o la mateixa peroxid dismutasa. La seva accié seria basicament la
reduccio del grup peroxid de la PGG; a alcohol, formant-se una nova PG, la PGH, (Figura 8).
L’hidroperoxid, també anomenat activador hidroperoxid, s’'uneix al centre peroxidasa i és reduit
a alcohol donant-se una reduccidé concomitant del grup hemo, formant-se un compost de tipus |

a on el ferro es troba en estat +4 i la porfirina és oxidada a radical cationic. A la Figura 9 es
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mostra la disposicié d’aquests centres ciclooxigenasa i peroxidasa en la moléecula de I'enzim
COX[78].
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Figura 9. Disposicio estructural del substrat (araquidonat) en els
centres catalitics ciclooxigenasa i peroxidasa de I'enzim COX.
(Figura adaptada de [78]).

La PGH, és un endoperoxid altament inestable que actua com a substrat intermediari de la
sintesi d’'un ampli ventall de prostanoids i TXs: PGD,, PGE,, PGF,,, PGl,, i TXA, (Figura 4).
Aquests derivats lipidics mitjancen funcions i reaccions cel-lulars concretes que soén

especifiques de cada cél-lula i teixit.

1.3.1.3.1 Prostaglandines de la série D, Ei F

Quasi totes les cel-lules del cos sén capaces de produir una o varies PGs, essent la més
frequent la PGE; [79]. Les PGs de la série D, E i F es formen a partir de la PGH, per diferents
mecanismes (Figura 4). La PGE,, PGD, i la PGF;, participen tant en els processos directament
relacionats amb la inflamacié com en altres processos fisiologics.

La PGD, es forma a partir de la PGH, gracies a I'enzim citosolic PGD sintasa mentre que la
PGE; (Figura 4). La PGD, és la PG més abundant en el fetge, es considera el producte hepatic
més abundant de la COX [39]. La PGD, forma per deshidratacié la ciclopentanona 15-deoxi-
A'?".PGJ, (15d-PGJ,) [80] (Figura 4). De fet s’ha vist que in vivo la font principal de 15d-PGJ,
és la COX-2 [81].

La PGE, és formada per I'enzim d’unié a membrana PGE sintasa a partir de la PGH,. Es ben

coneguda com la PG iniciadora del dolor i de la produccié d’edema en les zones inflamades
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[68,82]. La PGE, també regula la produccio d’acid a 'estobmac, protegeix la mucosa gastrica, i a
nivell periferic causa vasodilatacio i broncodilatacio.

Alternativament la PGH; pot ser convertida a PGF,, gracies a la PGF sintasa (Figura 4). La
PGF,, tindria efectes contraris a la PGE; ja que és una PG amb accié vasoconstrictora la qual
provoca broncoconstriccid i quan es troba més augmentada que la PGE; pot arribar a produir
asma. A més la PGE; i la PGD,; estimulen la desgranulacio dels basdofils tissulars, els mastocits,
els quals amb el seu trencament alliberen histamina i cinines que sén substancies relacionades
amb el dolor i 'augment local de la temperatura, fets que es donen com a mecanismes de

defensa del propi organisme.

1.3.1.3.2 Prostaciclina

La prostaciclina (PGl,) es troba de manera abundant en cél-lules endotelials i en les cél-lules
musculars llises dels vasos sanguinis. Es forma també a partir de la PGH; gracies a I'enzim
PGI sintasa. La PGl, és un composot extremadament inestable amb una vida mitja de 30
segons que s’hidrolitza rapidament a 6-keto-PGF., (Figura 4). Aquesta substancia derivada de
la PGI, és biologicament inactiva, per0 és forga estable en solucié aquosa. Per tant, la

produccié de PGl, es mesura normalment com I'increment de 6-keto-PGF,,.

1.3.1.3.3 Tromboxa

El TXA, és un altre producte derivat de la PGH, que és sintetitzat per les plaquetes a través de
'enzim TX sintasa (Figura 4). El TXA, és una substancia molt labil, t& una vida mitja de 3
minuts, i es transforma rapidament a través d’una reaccié no enzimatica a TXB, (Figura 4).
Trobem també TXA; a part dels trombocits en leucocits i macrofags [83].

ElI TX i la PGI, tenen efectes contraris, aixi mentre els TXs sén agregants plaquetaris [84] i
causen vasoconstriccid, les prostaciclines tenen l'efecte oposat, és a dir son anti-agregants
plaquetaris i causen vasodilatacié. Depenent del tipus de situacié en qué es trobi l'organisme
I'equilibri estara més desplagat cap a una activacié de la TX sintasa o de la PGI; sintasa.

No obstant, I'acci¢ fisioldgica més important de les PGs és el paper que juguen en la inflamacio
[85]. Per tant, com a resposta a un atac inflamatori, I'alliberament de PGs, principalment de
PGE,, constitueix una pega clau en el desenvolupament de les tres senyals principals
d’'inflamacid: vasodilatacié (eritema), increment de la permeabilitat vascular (edema) i aparicié

de dolor (hiperalgésia) [85].
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Estudis recents han indicat que la COX-2 acetilada per 'ASA converteix I'AA en acid 15R-
HETE el qual és transformat a 15-epi-LXs [86] (Veure apartat 1.3.1.5.1.2, Figura 4). A més
quan les cél-lules que expressen COX-2 s’exposen a ASA aquestes transformen I'acid omega-3
docosahexaenoic (DHA) a 17R hidroxi-DHAs [87] (Figura 4). Tant les 15-epi-lipoxines (15-epi-
LXs) com els hidroxi-DHAs disposen de propietats antiinflamatories potents i juguen un paper

clau en la resolucié de la inflamacid.

1.3.1.4 Receptors dels prostanoids

Els prostanoids activen una série de receptors que sén especifics de cél-lula i teixit. Existeixen
nou grups de receptors i diverses variants d’splicing que pertanyen a una subfamilia de
receptors lligats a proteina G (GPCR).

Quatre dels receptors uneixen PGE, (EP1-EP4), dos uneixen PGD, (DP1 i DP2) i la resta sén
receptors unics per PGF,,, PGl, i TXA; (FP, IP i TP respectivament) [88]. Els receptors IP, DPI,
EP2 i EP4 estan units a I'activacié de proteina G i lligats a I'increment de AMPc intracel-lular
mentre que EP1, FP i TP estan units a proteina G, que provoca un increment de la
concentracié de Ca*" intracel-lular. Sorprenentment el receptor EP3 esta unit a proteina G i
disminueix la formaci6é de AMPc.

Les PGs generades per la COX-2 es localitzen a la membrana nuclear i a més d’'unir-se a
receptors lligats a proteina G poden controlar les vies nuclears a través d’interaccions amb els
PPARs. Aqui radica la importancia de la COX-2 com a reguladora d’esdeveniments nuclears en
el creixement cel-lular i en la supervivéncia [89]. Recentment s’ha vist que la PGJ, i altres
metabolits relacionats poden activar el PPARy produint canvis en la proliferacié cel-lular

promovent la diferenciacié d’adipocits [90].

1.3.1.5 Inhibidors de la ciclooxigenasa

Els AINEs sén un conjunt de medicaments antiinflamatoris, analgésics i antipirétics heterogenis
que presenten accions terapéutiques amb certs efectes secundaris. El prototipus d’aquest grup
de compostos és 'ASA [91]. Gracies a les seves propietats beneficioses els AINEs han estat
farmacs de gran interés des de finals del segle XIX coincidint amb la comercialitzacio de 'ASA.

La majoria d’AINEs sén acids organics febles a excepcio del nabumetone que és una cetona
que es metabolitza cap al seu compost actiu acidic. La majoria d’aquests medicaments
s’absorbeixen bé i el menjar no canvia substancialment la seva biodisponibilitat. Les

caracteristiques farmacocinétiques dels principals AINEs es resumeixen a la Taula 2 [92].
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Medicament

Aspirina
Salicilat'
Apazone
Celecoxib
Diclofenac
Diflunisal
Etedolac
Fenoprofé
Flurbiprofe
Ibuprofé
Indometacina
Ketoprofé
Keterolac
Meclofenamat
Meloxicam
Nabumetone®
Naproxe
Oxaprozin
Piroxicam
Rofecoxib
Sulindac
Tolmetin

Valdecoxib

Vida mitja
(hores)
0.25

2-19
15
11
1.1
13
6.5
25
3.8
2
4-5
1.8
4-10

EX?N‘Ec.i()
urinaria
<2%
2-30%
62%
27%
<1%
3-9%
<1%
30%
<1%
<1%
16%
<1%
58%
2-4%
Dada no trobada
1%
<1%
1-4%
4-10%
72%°
7%
7%
90°

Dosi d’AINE
recomanada

1200-1500 mg tid
Veure peu 2

600 mg bid
100-200 mg bid
50-75 mg qid
500 mg bid
200-300 mg qid
600 mg qid

300 mg tid

600 mg qid
50-70 mg tid

70 mg tid

10 mg gid*

100 mg qid
7.5-15 mg qd
1000-2000 mg qd°®
375 mg bid
1200-1800 mg qd®
20 mg qd®
12.5-50 mg qd
200 mg bid

400 mg qid

10 mg qd

'El metabolit principal de l'aspirina
2El salicilat es dona normalment en forma d’aspirina
3Excrecié urinaria total incloent metabolits

“Recomenat tnicament pel tractament agut

ZNabumetone és una pre-droga; la vida mitja i I'excrecié urinaria son del seu metabolit actiu
Una unica dosi al dia és suficient degut a la seva vida mitja llarga

Taula 2. Caracteristiques faramacocinetiques dels AINEs (Taula
adaptada de [92]).

té lloc, en part, a través de la via de les families CYP3A o CYP2C de I'enzim P450.

Molts dels AINEs sén altament metabolitzats, alguns per mecanismes de fase | seguits de fase

Il'i d’altres per glucuronitzacio directa (fase Il). EI metabolisme hepatic de la majoria dels AINEs

Tots els AINEs presenten com a principal diana farmacoldgica la COX. El 1971 Vane [82],
Ferreira et al. [93] i Smith i Willis [94] van observar per primera vegada que els AINEs reduien o

prevenien la produccié de PGs per inhibicié directe de la COX. Avui dia els AINEs sén un dels
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medicaments de més amplia utilitat en tot el moén i tenen una gran utilitat clinica en el
tractament del dolor, la febre i la inflamacié. També cal remarcar que sén el grup farmacologic
que causa menys reaccions adverses.

Els AINEs bloquegen I'accio catalitica de la COX formant ponts d’hidrogen amb els aas del
canal enzimatic. Alguns AINEs, com és el cas de I'ASA, I'indometacina, I'ibuprofé, etc., actuen
com a inhibidors no selectius de la COX inhibint les seves dues isoformes. Per tant,
'administracié d’aquests compostos a concentracions necessaries per inhibir la biosintesi de
PGs inflamatories (PGs que provenen de la COX-2) també inhibeix la produccié de PGs
constitutives del sistema gastrointestinal i renal (PGs que provenen de COX-1) fent perillar
d’aquesta manera la integritat de la mucosa gastrica i renal, i la funcid plaquetaria.

Aixi doncs, els efectes antiinflamatoris dels AINEs es poden explicar per la inhibicié de la COX-
2, mentre que els efectes secundaris indesitjats, com les lesions de la mucosa gastrica o renal,
es poden explicar per la inhibicié de la COX-1.

De totes maneres, donat que aquests inhibidors no selectius presenten un nimero important
d’efectes secundaris adversos, molts altres AINEs s’han desenvolupat per tal d'incrementar la
seva eficacia i disminuir la seva toxicitat [92]. Entre aquests nous AINEs cal destacar els
inhibidors selectius de la isoforma induible de la COX, els inhibidors selectius de COX-2
(Figura 20).

En resum destacarem I'existéncia de tres classes amplies d’inhibidors de la COX:

a) L’ASA, sintetitzada a partir de I'acid salicilic.

b) L’indometacina i altres AINEs millorats gracies als estudis realitzats en models d’inflamacio i

dany de la mucosa gastrica.

c) Els inhibidors selectius de la COX-2, els coxibs (celecoxib i rofecoxib), que s’engloben a dins
dels inhibidors de COX-2 de primera generaci6. Altres inhibidors selectius de la COX-2
desenvolupats més recentment, com és el cas del valdecoxib i I'etoricoxib, pertanyen al grup

dels coxibs de segona generacio [95,96].

1.3.1.5.1 L’aspirina
L’eficacia terapéutica de 'ASA i dels compostos derivats és coneguda des de fa més de 2000

anys. De fet, abans de I'era cristiana els metges ja preparaven extractes de I'escorga del salze

blanc (Salix alba vulgaris), de la gaulteria (Gaultheria procumbens) o de la reina dels prats
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(Spiraea ulmaria) per utilitzar-los pel tractament d’'una gran varietat de desordres des de la
sepsis i I'artritis fins al mal de queixal i els dolors menstruals [4]. No obstant, no va ser fins els
segle XIX quan, gracies als progressos de la quimica, es va aconseguir aillar d’aquestes
plantes les substancies quimiques de la familia dels salicilats i transformar-les en acid salicilic
(del llati salix, salze).

El 1828 Buchner va aillar de I'escorga del salze una substancia que la va anomenar salicilina.
El 1829 Leroux va purificar per primera vegada el compost actiu de la salicilina. Uns anys més
tard Piria va descobrir la naturalesa glucosidica de la salicilina la qual després de varies
oxidacions produeix glucosa i alcohol salicilic. També es va demostrar que aquest ultim
compost presentava propietats antipirétiques [97,98] i podia ser convertit a acid salicilic, ja fos
in vivo o per manipulacié quimica [91].

Pagesnstecher el 1835 va aconseguir aillar de les flors de Spiraea un acid que el va anomenar
acid espiric i que posteriorment es va identificar també com a acid salicilic [99]. El 1874 Kolbe
va sintetitzar industrialment I'acid salicilic i es va utilitzar com a substancia terapéutica. El
salicilat sodic s’utilitza per primera vegada el 1875 pel tractament de la febre reumatica i també
com a antipirétic.

Ja en el 1853 Gerhardt havia sintetitzat per primera vegada l'acid acetilsalicilic perd no va
pensar que pogués arribar a actuar com un compost terapéutic. No va ser fins el 1897 quan el
farmacoleg alemany Felix Hoffmann va aconseguir sintetitzar de nou en forma pura i estable
el component actiu de I'ASA, l'acid acetilsalicilic, el qual presentava propietats terapéeutiques
(Figura 10). L’ASA té una estructura quimica composta per un anell benzé, un acid i un grup
metil éster (Figura 10). La seva estructura quimica és important a I'hora d’exercir la seva
activitat inhibidora de la COX.

I'acid acetilsalicilic

Figura 10. Félix Hoffman el 1897 va descobrir el
principi actiu de I'aspirina, I'acid acetilsalicilic.

La seva eficacia terapéutica com analgesic i antiinflamatori va ser descrita el 1899 pel
farmacoleg alemany Heinrich Dreser i es va introduir aquest compost en la medicina amb el

nom d’aspirina. L’Aspirina és doncs el nom comercial de l'acid acetilsalicilic, donat per
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'empresa farmaceutica Bayer (Figura 11). L’ASA conté un unic principi actiu: l'acid
acetilsalicilic. Aquest nom va ser creat associant el prefix a- per acetil, -spir- recordant el nom
de la planta de la qual se’'n deriva (Spiraea ulmaria) i el sufix -in habitualment utilitzat pels noms
de substancies quimiques (cafeina, quinina, morfina, etc.) [91]. L’any 1971 el doctor John Vane
va demostrar per primera vegada que I'ASA i 'indometacina inhibien la produccié de PGs al
bloquejar I'activitat enzimatica de la COX [82].

Tot i la introduccié en el mercat farmacéutic de nous compostos, actualment 'ASA és encara

I'agent analgésic, antipirétic i antiinflamatori més receptat.
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Figura 11. L’empresa farmacéutica Bayer fent propaganda del
seu nou producte, I'aspirina.

1.3.1.5.1.1 Mecanisme d’accio

La COX-1 disposa d’'un domini catalitic que consisteix en una estructura globular que conté els
centres actius de les activitats ciclooxigenasa i peroxidasa (Figura 7 i 9). El centre actiu de
I'activitat peroxidasa conté un grup hemo. Aquest centre actiu es troba al final d’'un tunel llarg i
estret o canal hidrofobic (Figura 7 i 12). Tres dels segments d’hélix o del domini d’'unié a la
membrana es troben a I'entrada d’aquest tunel (Figura 7). En condicions normals I'AA alliberat
de la membrana plasmatica es difon a través del canal hidrofobic fins arribar al centre catalitic
de I'enzim on és transformat a PGG; i posteriorment a PGH, (Figura 12). D’entre tots els AINEs
d’'us medic, només I'ASA té la propietat d’acetilar de forma covalent i irreversible el residu de
Ser530 del centre catalitic de la COX amb la conseguent alliberacié de salicilat (Figures 12 i
13), de forma que el canal queda inaccessible pel substrat, 'AA. Un cop la COX ha incorporat

aquest grup acetil es torna inactiva.
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Centre Residu de Ser
catalitic posicié 530

Canal d'accés  Acid araquidonic

Figura 12. La COX anclada en forma de dimer a la membrana
plasmatica. L'AA arriba al centre catalitic de la COX a través del
canal hidrofobic. L’ASA acetila irreversiblement la Ser530 que
esta a prop del centre catalitic impedint I'accés del substrat a
aquest centre (Figura adaptada de [96]).

Per tant, 'ASA és I'inic modificador covalent de COX-1 i COX-2 i produeix una inhibicio
irreversible de I'enzim, per acetilacié de I'enzim.

Els estudis cristal-lografics de Garavito et al. [67,100] van demostrar el per qué aquesta droga
és tant eficient a ’hora d’acetilar la Ser530 de la COX-1. Com altres AINEs, I'ASA es difon cap
al centre actiu de la COX a través de la boca del canal i atravessa el canal fins al punt de
constriccio format per la Arg120, la Tyr355 i la Glut524. En aquest punt del canal, el grup
carboxilic de 'ASA forma un enllag idnic feble amb la cadena lateral de la Arg120, posicionant a
I’ASA només a 5 A per sota la Ser530 i a I'orientaci6 correcta per la transacetilacio [100]. Degut
a que la butxaca catalitica del canal és una mica més gran en la COX-2 que en la COX-1,
I'orientacié de ’ASA per atacar a la Ser530 no és tant bona, i I'eficiéncia de transacetilacié en la
COX-2 és reduida. Aix0 explica que la COX-2 presenti més baixa sensibilitat a 'ASA que la
COX-1 (de 10 a 100 vegades menys).

oo 0
0 (‘/.
o 1 / Y/ S '\ —
Ser——0H 4 L ‘ CH,
S
cox Aspirina COX acetilada, Salicilat
(a. acetilsalicilic) inactiva

Figura 13. Acetilacio de la COX per part de I'aspirina.
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1.3.1.5.1.2 Formacio de lipoxines i 15-epi-lipoxines

Tot i que la majoria de les propietats farmacoldgiques de 'ASA estan relacionades amb la seva
habilitat d’acetilar la COX desencadenant una inhibici6 irreversible de la sintesi de PGs
[82,93,94], el mecanisme d’accio complet de 'ASA és encara objecte d’estudi.

Gairebé un segle i mig després, sembla que els cientifics han aconseguit millorar el disseny
inicial d’ASA de Hoffman. Els primers eicosanoids antiinflamatoris generats pel nostre propi
organisme i que estan involucrats en la resolucié de la inflamacié soén les lipoxines (LXs) [101].
Aquestes molécules son substancies lipidiques naturals alliberades pel cos durant el procés
normal d’inflamacié. Serhan et al. van decobrir que les cél-lules blanques de la sang i les
plaquetes produien LXA, [101].

Les LXs son estructuralment semblants a les PGs i als TXs i, de fet, deriven del mateix
precursor, 'AA, pero la seva formacié es déna a través de diferents intermediaris enzimatics i

mitjangant el procés conegut com a biosintesi transcel-lular [101] (Figura 14).

Leucotriens Lipoxines
C20:4 .
AINEs \<spmna
Prostaglandines 15-epi-Lipoxines
Tromboxans

Figura 14. Formacié de nous compostos derivats de
I'AA: lipoxines i 15-epi-lipoxines

El metabolisme transcel-lular és un fet comu en la formacié d’eicosanoids i implica la generacio
d'un intermediari metabdlic per part d’'una cél-lula donadora i el processament d’aquest
intermediari per una cél-lula acceptora veina que produira un eicosanoid actiu el qual no podria
ser sintetitzat per una sola ceél-lula.

La biosintesi d’eicosanoids per interaccions transcel-lulars esta reconeguda com un procés
important en I'amplificacié i generacié dels nous mediadors lipidics, particularment d’aquells
produits per les LOs [102]. En humans, la biosintesi de LXs és un exemple de les interaccions
a través de vies transcel-lulars [102,103]. Les LXs es poden generar per una de les tres rutes
que poden ser operatives tant de forma independent com en conjunt [101,102].

En els mamifers, la via principal de biosintesi transcel-lular involucra la interaccié sequencial de

la 15-LO i la 5-LO (Figura 15). La primera via biosintética de formaci6 de LXs descrita implica
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la insercié d’'un oxigen molecular en el carboni 15 de I'AA, predominantment en la configuracio

S. Aquest fet implica a 'enzim 15-LO en la generacié de molécules bioactives [104].
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Figura 15. Biosintesi de lipoxines, via 1.

La formacié de LXs a través de la 15-LO es ddna en eosinofils, macrofags alveolars, monocits i
céllules epitelials en les quals la 15-LO esta sobreexpressada per citoquines antiinflamatories
com la IL-4 i la IL-13 [105]. Una vegada aquestes cel-lules estan activades poden generar i
alliberar acid 15S-HETE, el qual serveix de substrat a la 5-LO dels neutrdfils i mondcits que
sintetitzaran les LXs. La 5-LO es troba també sota control de citoquines (GM-CSF i IL-3). S’ha
demostrat que tant la LXA, com la B4 sén vasoactives i vasodilatadores en la majoria d’organs i
en models in vivo [106,107]. La LXA, actua com un agent antiinflamatori natural que dirigeix els
leucocits a parar la migracio.

Una via semblant de biosintesi transcel-lular de LXs s’ha descrit en el fetge. En el sinusoide
hepatic el 15S-HETE alliberat pels hepatocits que expressen 15-LO és convertit a LXs per les
KCs, les quals son I'tnic tipus cel-lular sinusoidal que presenta activitat 5-LO [108]. De fet

lanalisi per cromatografia liquida d’alta pressié (HPLC) dels materials obtinguts de les
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incubacions d’hepatocits i cél-lules sinusoidals revela la preséncia d’'una gran absorvancia a
300 nm que correspon a la regi6é d’absorci6é de les LXs; a més el perfil d’elucié és consistent
amb el de la LXA, sintética [108].
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Figura 16. Biosintesi de lipoxines, via 2.

Una segona via reconeguda de biosintesi de LXs té lloc entre els diferents tipus cel-lulars de la
vasculatura, per exemple la interaccidé que es dona entre els neutrofils humans i les plaquetes.
Les oxigenases que estan implicades en aquest esquema biosintétic sén la 5-LO dels neutrofils
humans i la 12-LO, la qual és present en grans quantitats en les plaquetes humanes [109,110]
(Figura 16).

Uns anys més tard es va identificar una nova via de biosintesi de LXs que té lloc en preséencia
d’ASA. Es formen les anomenades 15-epi-LXs les quals presenten propietats antiinflamatories
semblants a les LXs natives [85] (Figura 17).

Com hem vist en el mecanisme d’accié de 'ASA (apartat 1.3.1.5.1.1), aquest AINE acetila la
Ser530 de la COX-2 [111] (Figura 12) que es troba a I'entrada del tunel del centre catalitic i
aquest grup acetil cedit per 'ASA actua ocupant i bloquejant el tunel, impedint I'entrada de 'AA

al centre actiu.
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Figura 17. Biosintesi de lipoxines, via 3. Sintesi de epi-
LXs derivades de I'ASA. Esquema del mecanisme
d’accio de 'ASA en cél-lules epitelials. L'acetilacio de la
COX-2 genera 15R-HETE que per conversio
transcellular en els leucocits activats forma les 15-epi-
LXs.

Per tant, s’inhibeix la sintesi de PGs, ara bé, no és una inhibicié total de I'enzim siné que la
COX-2 acetilada resultant permet que I'’AA entri en part en el tanel catalitic i pugui formar 15R-
HETEs els quals, per mecanismes transcel.lulars, sén capacos d’acabar formant compostos
endogens antiinflamatoris, les 15-epi-LXs (Figura 17).

Aixi doncs, en un escenari inflamatori i durant la interaccié de I'endoteli vascular o de les
cel-lules epitelials amb els neutrofils, el 15R-HETE és transformat per la 5-LO dels neutrofils
activats a una nova classe de compostos antiinflamatoris endogens, les 15-epi-LXs, que porten
I'alcohol del carboni-15 en configuracié R, a diferéncia de les LXs natives que el presenten en
configuraci6 S [86,101]. L'intermediari 15R-HETE pot formar tant 15-epi-LXA, com 15-epi-
LXB4 La 15-epi-LXA,; sembla ser més potent que la LXA; a I'hora d’inhibir 'adhesié dels
neutrdfils, i la 15-epi-LXB4 sembla ser un inhibidor de la proliferacié cel-lular [112]. Per tant,
aquestes 15-epi-LXs actuen com a senyals de reclutament de leucocits i juguen un paper
important en la resolucié de la inflamacié i consegiientment mitjancen, en part, una de les
accions beneficioses de I'ASA [86,101] (Figura 17). A més s’ha suggerit que aquests nous
eicosanoids quan es generen en un microentorn tissular poden contribuir a I'accié terapéutica
de '’ASA disminuint el risc d’infart de miocardi i de cancer [113,114].

Altrament es va observar que al aplicar els analegs estables de LXA, i de 15-epi-LXA, per via

topica a l'orella de ratolins, es reduia marcadament la infiltracié de neutrofils in vivo i es produia
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una disminucié de la inflamaciéo aguda en un 95 per cent. Aixi, aquests nous compostos
sobrepassaven la poténcia antiinflamatoria de 'ASA i per tant resultaven ser molt més potents |,
fins i tot, més eficagos que la dexametasona [115]. En un treball previ realitzat pel nostre grup
en hepatocits de rata es va estudiar I'impacte de 'ASA sobre el metabolisme de 'AA i es va
demostrar que aquest AINE a part d’inhibir la via de la COX, afavoria la formacié de 15R-HETE
[108]. A més, es va veure en leucocits que aquests 15R-HETEs per biosintesi trancel.lular
podien originar potents antiinflamatoris endogens, les 15-epi-LXs (15-epi-LXA,), ja que aquest
tipus cel-lular disposa de I'enzim necessari per la seva sintesi, la 5-LO [108]. Per conseguent
aquestes molécules, les 15-epi-LXs, van suposar un nou descobriment i un nou punt de mira

per tal de reduir els processos inflamatoris.

1.3.1.5.2 Altres antiinflamatoris no esteroidals no selectius

S’ha vist que altres AINEs a part de 'ASA també inhibeixen tant la COX-1 com la COX-2 per
competicido amb el substrat, per tal d’'unir-se al centre actiu de la COX. No obstant, els AINEs
difereixen significativament els uns dels altres depenent de si s’uneixen al centre catalitic de la
COX d’'una manera temps depenent o independent [116]. En concret, els AINEs es diferencien
entre ells depenent de com de rapid poden unir-se al centre actiu de la COX i com de rapid
poden sortir del canal que porta a aquest centre actiu [117]. Alguns AINEs presenten temps
d’unio i desunid molt rapids, com és el cas de I'ibuprofe [118]. Aquests farmacs no mostren ser
temps depenents. Inhibeixen l'activitat essencial de la COX instantaniament després de
I'addicié de I'AINE, i ells immediatament s’esfumen del lloc actiu de la COX quan I'AINE és
retirat de I'entorn de I'enzim.

En contrast, altres AINEs com la indometacina i el diclofenac s6n temps depenents. Els
components d’aquest grup necessiten de segons a minuts per unir-se al lloc actiu de la COX.
No obstant, un cop units, aquests farmacs presenten tipicament nivells baixos de desunié que
requereixen d’hores perqué P'AINE s’alliberi del centre actiu. Els AINEs temps-depenent
competeixen de forma molt pobra amb I'AA en assaigs instantanis d’activitat de la COX. Els
AINEs temps-depenent s’'uneixen al lloc actiu de la COX primer amb una interaccio feble i
llavors produeixen un complex fort. El pas limitant en la unié del farmac és la formacié de la
conformacio d’'unié forta de 'AINE a dins del canal de la COX. Durant aquest segon pas de la
unio de I'AINE presenta una gran importancia el punt de constriccio creat pels ponts d’hidrogen
de la xarxa de Arg120, Tyr385 i Glu524 i la dificultat que presenten alguns AINEs per travessar-
lo. Un possible escenari és que els AINEs temps-dependent requereixin d’heterogeneitat
conformacional en el lloc de la constriccié causada per la respiracid molecular del polipéptid

per tal d’entrar a dins de la part alta del canal catalitic.
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El SC-560 (Figura 18) és un membre dels inhibidors de la COX de la classe dels diaril
heterociclats la qual inclou també el celecoxib (celebrex) i el rofecoxib (Vioxx). No obstant, a
diferéncia d’aquests inhibidors selectius comercials de COX-2, el SC-560 és un inhibidor
selectiu de COX-1. Utilitzant enzims recombinants humans s’ha vist que la ICsy del SC-560 és
de 9 nM per COX-1, mentre que la corresponent ICsy per COX-2 és 6.3 uM [119]. Per tant, el
SC-560 mostra 700 vegades més selectivitat per 'enzim COX-1 que per COX-2. S’ha vist que
el SC-560 és oralment actiu en rata, on una dosi de 10 mg/Kg suprimeix completament la
produccié de TXB, en sang total induida pel iondfor. No obstant, el SC-560 és inefectiu en el
tractament de la inflamacié en un model de air-pouch d’induccio per LPS, en el qual la formacio
de PGs derivades de la isoforma COX-2 juga un paper significatiu en el procés inflamatori
[120].
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Figura 18. Estructura molecular del SC-560.

1.3.1.5.3 Inhibidors selectius de COX-2
1.3.1.5.3.1 COX-2 i inflamacio

La via de la COX presenta un especial interés clinic perqué molts AINEs actuen a nivell
d’aquesta via, alleugerint la inflamacio, el dolor i la febre. En concret la COX-2 és I'enzim clau
en el desenvolupament de la inflamacié incontrolada [66,121].

Com s’ha vist la COX-2 és un gen induible que pot ser sobreexpressat per diferents estimuls
proinflamatoris, incloent citoquines, mitdgens i factors de creixement. La sobreexpressio de
COX-2 s’ha descrit en diverses malalties croniques inflamatories com és el cas de Iartritis
reumatoides, la malaltia de Crohn i la colitis ulcerosa [66,121].

En el moment actual sabent que la COX-2 esta clarament associada amb la inflamacié i no
amb la sintesi fisioldogica de PGs, els inhibidors selectius de COX-2 ofereixen la possibilitat
d’inhibir a les PGs inflamatories sense afectar a les PGs generades per COX-1 a I'estomac, al

ronyo o a les plaquetes.

37



Introduccid

1.3.1.5.3.2 Coxibs

Els inhibidors selectius de la COX-2 o coxibs es van desenvolupar amb la finalitat d’inhibir la
sintesi de PGs procedents de I'isoenzim COX-2 induit a llocs amb inflamacid, sense afectar a
laccié de lisoenzim constitutiu actiu COX-1, expressat en el tracte intestinal, ronyons i
plaquetes.

Els coxibs s’uneixen i bloquegen selectivament el lloc actiu de la COX-2 de forma més efectiva
que el de la COX-1. Els inhibidors de COX-2 tenen un efecte analgésic, antipirétic i
antiinflamatori semblant al dels AINEs no selectius perd6 amb menys efectes secundaris
gastrointestinals. També s’ha demostrat que els inhibidors de COX-2 no tenen efecte sobre
'agregacio plaquetaria, la qual és produida per COX-1. Per tant, els coxibs no exerceixen la
funcié cardiprotectora que ofereixen els AINEs tradicionals no selectius [92,95].

Existeix una diferéncia estructural important entre els centres actius de COX-1 i COX-2 que
consisteix en una substitucio de la lle523 de la COX-1 per una Val en la COX-2 (Figura 19).

La 11e523 de la COX-1 produeix dues protuberancies prominents en el centre actiu de I'enzim.
Aquestes protuberancies impedeixen l'accés dels substituents aromatics d’alguns farmacs
selectius de COX-2 a dins la cavitat (també anomenada “butxaca”) d’aquest centre actiu
(Figura 19).

His313

Figura 19. Contorn dels centres actius de la COX-1 i la COX-2. Destacant en groc
a I'esquerre les protuberancies causades per la 11€523 del centre actiu de COX-1.
Destacant en groc a la dreta la Val523 de COX-2 la qual no crea protuberancies i
permet I'accés dels coxibs a dins la butxaca.
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Pel contrari, el residu de Val de la COX-2 no crea aquestes protuberancies i permet I'accés dels
coxibs a dins de la butxaca catalitica (Figures 19 i 21). Aquesta unica diferéncia obra una
cavitat hidrofobica major en la COX-2 que en la COX-1 donant més accessibilitat als diferents
farmacs que actuen com a inhibidors selectius de COX-2 [69,122].

Existeixen diferents inhibidors selectius de COX-2, I'estructura dels més representatius es
mostra en la Figura 20. El 1999 el celecoxib (Celebrex) i el rofecoxib (Vioxx) van ser
comercialitzats com els primers AINEs desenvolupats com a inhibidors selectius de COX-2.
Altres AINEs incloent el meloxicam (Mobic), el nimesulid i I'etodolac (Lodine), els quals van ser
comercialitzats més aviat a Europa i a Estats Units com a AINEs més segurs, van ser
classificats, després del descobriment de la COX-2, com els inhibidors preferents d’aquest
enzim. Aquest primer grup de coxibs s’englobarien a dins dels inhibidors selectius de COX-2 de
primera generacio.

Actualment, la segona generacié de coxibs, com el valdecoxib [123] i I'etoricoxib [124] s6n
utilitzats en el mercat com a agents selectius de COX-2. El medicament més selectiu d’aquesta
segona generacié de coxibs és el lumiracoxib [125] el qual difereix de la resta en qué és un

analeg del diclofenac.
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Figura 20. Comparacié estructural dels principals inhibidors selectius de COX-2 comercials.
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El celecoxib i el rofecoxib sén compostos diaril que contenen una sulfonamida i una
metilsulfona, respectivament, en comptes d’un grup carboxil (Figura 20). Cada un d’aquests
compostos és un inhibidor temps-indepenent débil de COX-1, perd és un inhibidor temps-
depenent de COX-2. El celecoxib és un inhibidor de COX-2 altament selectiu, de deu a vint
vegades més selectiu per COX-2 que per COX-1 [92] (Figura 21). Les seves caracteristiques
farmacologiques i la dosi es presenten a la Taula 2. El celecoxib és igualment efectiu, com els
altres AINEs, en el tractament de I'artritis reumatoides i en I'osteoartritis. S’ha vist que la seva
utilitzacié en diferents assaigs clinics ha causat menys ulceres endoscopiques que molts
d’altres AINEs. De totes maneres al presentar en la seva estructura una sulfonamida pot arribar
a causar erupcions tot i que no afecta a 'agregacio plaquetaria. El celecoxib no causa meés
edema o efectes renals que els altres AINEs, perd s’han documentat casos d'edema i
d’hipertensio [92].

El rofecoxib va ser utilitzat també en el tractament de I'osteoartritis, en condicins de dany agut i
en la dismenorrea. Va ser comercialitzat per Merck a sota els noms de Vioxx, Ceoxx i Ceeoxx.
Recentment es va procedir a la retirada voluntaria del mercat perqué incrementava el risc

d’atacs de cor i d’infart de miocardi [92].

. ]

(COX-1)

Figura 21. Uni6 del celecoxib al centre actiu
de la COX. Cal observar l'impediment que
exerceix el residu de Isoleucina de COX-1 a
diferéncia del de Valina de COX-2.

El SC-236 (Figura 22) és un inhibidor altament selectiu de COX-2 i molt potent (ICso = 10 nM
per COX-2 envers ICso = 17.8 mM per COX-1) [126] amb propietats antitumorals. Tot i que no
és utilitzat clinicament, és disponible comercialment i permet realitzar estudis farmacologics.

Presenta una vida mitja més llarga [127] i en un model de rates en deju es va veure que
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produia toxicitat gastrica reduida. El SC-236 presenta propietats antiproliferatives i antitumorals
[128,129] i ha estat demostrat que indueix apoptosi i un increment de la sensibilitat a la radiacié
en les cél-lules supervivents. Aquest inhibidor selectiu de COX-2 ha estat classificat com un
inhibidor d’angiogénesi degut a que produeix una reduccio del factor basic de creixement de
fibroblasts (FGF) i del factor de creixement endotelial vascular (VEGF) [130].
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Figura 22. Esctructura del SC-236

1.4 EICOSANOIDS | INFLAMACIO HEPATICA

1.4.1 ESTRUCTURA DEL SINUSOIDE HEPATIC

El sinusoide hepatic constitueix la unitat funcional del fetge i es caracteritza per ser un sistema
microvascular format per diferents tipus cel-lulars altament especialitzats. Les cel-lules del
sinusoide hepatic es divideixen en cél-lules parenquimals, els hepatocits, que constitueixen
més del 80% del volum hepatic, i les celllules no parenquimals (NPCs) entre les quals es
troben les céllules de Kupffer (KCs), les cél-lules hepatiques estrellades (HSCs), les cél-lules
endotelials sinusoidals (SECs) i les cel-lules citotoxiques o pit cells [131,132] (Figura 23).

Les KCs constitueixen els macrofags residents del fetge. Es localitzen en el lumen sinusoidal a
sobre les cél-lules endotelials, emetent prolongacions citoplasmatiques a I'espai de Disse
subendotelial, aixi poden estar en contacte directe amb les HSCs i els hepatocits. D’entre els
diferents tipus cel-lulars hepatics, les KCs sén les principals cél-lules responsables de la
producci6é d’eicosanoids. Per aquest motiu, i ja que les KCs juguen un paper principal durant la
fibrogénesi, s'amplia la seva caracteritzacié en el proxim apartat (veure apartat 1.4.1.1).

Les SECs constitueixen el 48% del total de les NPCs i formen la paret fenestrada dels
sinusoides.

Les pit cells es localitzen, igual que les KCs, en el lumen sinusoidal i representen el 3% del total
de NPCs. Son limfocits granulars de gran grandaria amb activitat citotoxica i soén

caracteritzades com les cel-lules natural killer propies del fetge.
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Figura 23. Estructura del sinusoide hepatic
(Figura adaptada de [133]).

Per ultim, les HSCs representen el 20% del total de NPCs i es localitzen a I'espai de Disse
entre els hepatocits i les SECs. Les HSCs, anomenades antigament lipocits, cél-lules de Ito o
cel-lules perisinusoidals, van ser descrites per primera vegada el 1876 per Von Kupffer tot i que
els estudis morfoldgics no es van realitzar fins més tard per Ilto, Popper, Wake et al. [134]. Les
HSCs es caracteritzen per presentar un reticle endoplasmatic rugds i presentar un gran
contingut de granuls de vitamina A.

S’ha vist que cultius primaris de HSCs secreten col-lagen de tipus I, lll i IV i també laminina.
Aquestes cel-lules van ser identificades com les principals cél-lules productores de col-lagen en
el fetge [135]. El dany hepatic produeix una activacid6 complexa de les HSCs amb el
conseguent pas d’estat quiescent a estat activat. Diferents canvis morfoldgics acompanyen
I'activacio d’aquestes céllules, incloent els canvis fenotipics a cél-lula miofibroblastica la qual
expressa l'actina-oa. de muscul llis [(a-SMA), un marcador ben establert d’activacié de HSCs
durant la fibrogénesi hepatica], la nestina, la molécula d’adhesié cel-lular neuronal, i també es
dona una pérdua de vitamina A i un increment del reticle endoplasmatic rugés.

Diverses alteracions metaboliques s’associen a l'activacié de les HSCs d’entre les quals cal
destacar l'increment de sintesi de DNA i la proliferacid cel-lular. Canvis en el patré d’expressio
genica també son presents en I'activacio, incloent un augment marcat del mMRNA de col-lagen
tipus |, tipus Il i tipus IV [136].
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1.4.1.1 Les cél-lules de Kupffer (KCs)

Les cellules de KCs reben el nom de I'anatomista alemany Karl W. Von Kupffer el qual va ser
el pioner en la identificacié de les cel-lules sinusoidals hepatiques [137].

Les KCs, que representen el 29% del total de NPCs, es localitzen en el lumen sinusoidal cosa
que les fa ser les primeres cél-lules del sistema fagocitic mononuclear que entren en contacte
amb el material particulat i immunoreactiu que arriba de I'absorcio realitzada en el tracte
gastrointestinal, per la qual cosa desenvolupen un paper important en els mecanismes de
defensa de I'organisme i durant la inflamacio [138].

Aquests macrofags hepatics presenten una superficie cel-lular amb numerosos microvil-lis i
invaginacions en forma de linies ondulades que semblen estar implicades en I'endocitosi [139].
El citoplasma de les KCs és ric en diferents vesicules intracitoplasmatiques, presenta
mitocondries, un aparell de Golgi extens, un reticle endoplasmatic rugds, i un conjunt de
diferents estructures vacuolars i cossos densos que varien en forma, diametre i densitat, i que
constitueixen I'aparell lisosomal ampliament desenvolupat de les KCs [139].

El citoesquelet de les KCs esta format per un sistema molt actiu de microfilaments i microtibuls
d’actina i miosina, aixi com filaments de vimentina, que permeten tant el manteniment de

I'estructura cel-lular com el moviment de fagocits i la migracio cel-lular [140,141].

La identificacio de les KCs es pot dur a terme per diferents técniques:

a) Activitat peroxidasa endogena. Les KCs es distingeixen dels mondcits circulants per
presentar activitat peroxidasa la qual es localitza especificament en el reticle endoplasmatic i la

membrana nuclear, a diferéncia dels mondcits que la seva expressio és a nivell lisosomal [142].

b) Tincié de I'activitat esterasa no especifica caracteristica dels macrofags. Aquesta técnica cal

combinar-la amb altres per poder diferenciar les KCs dels macrofags infiltrats al fetge [143].

¢) Identificacié immunohistoquimica de les KCs mitjangant anticossos monoclonals especifics.
Els anticossos més utilitzats sén ED1 i ED2 essent ED1 especific de membrana lisosomal tant

de macrofags residents com circulants a diferéncia de ED2 que és especific de les KCs [144].

En condicions fisiologiques, les KCs eliminen de la circulacié sanguinia tot tipus de particules
estranyes, innecessaries o alterades mitjangant la fagocitosi. També participen en el
metabolisme de les lipoproteines i desenvolupen un paper clau en el procés de captacié i de

destoxicacidé de I'endotoxina que arriba al flux vends portal [145].
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Les KCs actuen també com a ceéllules presentadores d’antigen, activant la resposta
immunitaria derivada dels limfocits T [146,147], i a més poden desencadenar una resposta
citotoxica semblant a la realitzada per les cél-lules natural killer per tal d’eliminar les cél-lules
tumorals circulants [148].

L’activacié d’aquests macrofags hepatics produeix la secrecié de mediadors bioldgics potents
com és el cas dels radicals lliures derivats de I'oxigen, els intermediaris de nitrogen, els factors

de creixement i diverses citoquines, quimioquines i eicosanoids [149].

1.4.2 BIOSINTESI D’EICOSANOIDS EN EL FETGE

1.4.2.1 Eicosanoids derivats de la COX

Com ja s’ha comentat anteriorment la KC és la principal productora de PGs en el fetge [149]. El
principal producte alliberat per aquestes cél-lules hepatiques activades és la PGD, tot i que
també produeixen nivells detectables d’altres PGs: PGE,, PGF2,, PGl, i TXA,. No obstant, en
resposta a determinats estimuls com el TNFa, I'INFy de tipus Il i alguns virus, es sintetitza
principalment PGE, [149,150].

No consten moltes dades sobre la via de la COX en les SECs i les HSCs. S’ha vist que les
SECs murines en cultiu no produeixen eicosanoids; no obstant, s’ha descrit que en preséncia
d’AA lliure o estimuls com el TNFa o I'endotoxina, poden produir PGD,, PGE,, 6-ceto-PGF,, i
TXB, [151,152].

Les HSCs humanes no activades no presenten expressio de COX-2 a nivell proteic, no obstant,
presenten el fenotip semblant al d’'un miofibroblast i expressen constitutivament tant COX-1
com COX-2 quan s’activen en cultiu [153,154]. A més, estimuls com I'endotelina-1 o el TNFa
indueixen la sobreexpressio de la COX-2 en aquestes cél-lules [155]. Encara no s’han definit
completament els prostanoids sintetitzats per les HSCs humanes i de rata, tot i que si que se
sap que aquestes célllules després de I'estimulaci6 amb noradrenalina o ATP produeixen
PGF,, i PGD, [156]. Per altra banda, I'anafilotoxina C5a, que actua com un potent estimulador
de la sintesi de prostanoids en les KCs, també és capac¢ d’induir la sintesi de PGE,, PGD,,
PGF,, i TXB; en les HSCs [157,158].

Pel que fa als hepatocits, s’ha vist que el lipopolisacarid bacteria (LPS) i les diferents citoquines
indueixen l'expressio de COX-2 en hepatocits fetals mentre que en els hepatocits adults es

perd totalment la capacitat per induir aquest enzim [159].
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1.4.2.2 Eicosanoids derivats de la 5-LO

Tradicionalment s’ha considerat la KC com la responsable de la sintesi de LTs en el fetge. La
produccio de LTB, en el fetge sembla ser casi exclusiva d’aquest tipus cél-lular [160]. La
produccié de LTB, per part dels hepatocits sembla ser poc probable, de fet, no existeix cap
evidencia de la preséncia de LTA, hidrolasa en aquestes cél-lules. No obstant, estimuls com
I'alcohol poden alterar la degradacié de LTs en els hepatocits, alliberant al medi una substancia
d’estructura semblant al LTB, i amb propietats quimiotactiques [161-163].

Pel que fa als cys-LTs, diferents treballs realitzats en el nostre laboratori han demostrat que en
el sinusoide hepatic només les KCs tenen la maquinaria enzimatica completa per sintetitzar
aquests eicosanoids [164,165], és a dir, disposen de la 5-LO, la seva proteina activadora FLAP
(la uni6 a la 5-LO és necessaria per la sintesi de LTs) i LTC, sintasa [165,166]. No obstant, i
degut a qué la LTC, sintasa no és exclusiva de KCs, sind que a més es troba en els hepatocits i
en les SECs [164-166], no es pot descartar que part dels cys-LTs produits en el fetge puguin
originar-se per metabolisme transcel-lular. Es a dir, el LTA, produit per les KCs pot ser captat
pels hepatocits, que son les cél-lules hepatiques que presenten els nivells més alts d’expressio
de LTC,sintasa [167-169], i ser transformat a cys-LTs [164,166,168,169].

Existeixen poques dades sobre la via de la 5-LO i la biosintesi de LTs en les SECs i les HSCs.
Segons els estudis realitzats en el nostre laboratori les HSCs no sén capaces de sintetitzar
aquests eicosanoids [164,165]. Segons aquests estudis les HSCs funcionarien com les cel-lules
diana dels LTs, i de fet, s’ha observat que els cys-LTs actuen de forma paracrina sobre les
HSCs induint la seva contraccié i un increment de la concentracié intracel-lular de Ca?* [164].
En concret el LTD,4 generat durant la interaccié dels hepatdcits amb les KCs, seria alliberat a
'espai de Disse a on s’uniria a receptors especifics presents en les HSCs [164]. També s’ha

descrit que les HSCs, igual que els hepatocits, participen en la degradacioé del LTB,4[170].

1.4.3 PAPER DELS EICOSANOIDS DURANT LA INFLAMACIO | FIBROSI HEPATICA

La sintesi d’eicosanoids es produeix normalment en les cél-lules que participen en la resposta
inflamatoria com son els neutrofils, macrofags i mastocits. Ara bé, si ens centrem en el
sinusoide hepatic, les KCs serien la responsable d’aquesta sintesi [39]. Actualment existeixen
nombroses evidéncies que demostren que l'activacié de les KCs i 'alliberacié d’eicosanoids per
part d’aquests macrofags juguen un paper fisiopatologic important en la malaltia hepatica [171].
Diversos estimuls com [l'obesitat, el consum cronic d’alcohol, I'endotoxina o compostos

procedents de la degradacio de farmacs i xenobiotics indueixen I'activacio de les KCs [39].
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Les KCs activades sintetitzen oxid nitric (NO), proteases, citoquines, radicals lliures de I'oxigen,
anions superoxid i eicosanoids com la PGD,, PGE; i LTs [39]. Alguns d’aquests productes sén
també estimuladors o inhibidors de la seva propia sintesi i la d’altres mediadors; per exemple,
el TNFa estimula la sintesi de PGE,, que a la vegada inhibeix I'alliberacié de TNFa,; i 'INF de
tipus Il estimula la produccié de PGE, i TNFa a la vegada que suprimeix la sintesi d’'IL-1 [172].

De totes maneres lalliberacié desproporcionada d’aquests mediadors, juntament amb la
secrecid d’enzims lisosomals per part de les KCs, afavoreix el desenvolupament de necrosi
cel'lular i inflamacié en el teixit hepatic. En la Taula 4 es relacionen la sintesi i I'alliberacié

d’eicosanoids amb la patogénesi de la malaltia hepatica.

Accio Mediador
Hepatoproteccid PGE,, PGE;,, PGI,!""*"7®
Acumulacié de triglicérids PGE,!"""
VNO,TNFa,ML-6 PGE,!""®"7)

V Glicogenolisi PGD,, LTC,, LTD,!"*"®"
Contraccié de les HSCs LTD,"®

Fibrosi hepatica LT lioeie

Hipertensio portal TXA,, cisteinil-LT!"®*'%

NO, oxid nitric; TNFa, Factor de Necrosi Tumoral alfa; IL-6, interleuquina 6;
PGE,, prostaglandina E,; PGl,, prostaciclina; PGD,, prostaglandina D; LTC,,
leucotrié Cy4; LTDy, leucotrié Dy; TXA,, tromboxa A,.

Taula 4. Efecte dels eicosanoids en el fetge segons [171].

1.4.3.1 Fibrosi hepatica

S’ha arribat al concepte que la inflamacié és un component clau de l'etiologia de la fibrosi
hepatica perqué precedeix o coexisteix amb el desenvolupament d’alteracions de la matriu
extracel-lular (MEC) hepatica [184,185]. El procés inflamatori incontrolat juga un paper clau en
el desenvolupament de la fibrosi hepatica [133]. Cal destacar la participacié dels eicosanoids
durant el procés de la fibrosi hepatica. Aquesta hepatopatia és el resultat final d’'un procés
inflamatori i de reparacio del teixit que es produeix en resposta a una agressio externa del fetge.
De forma molt resumida es podria dir que el fil d’esdeveniments que es desencadenen en
resposta al dany hepatocel-lular comenga per una resposta inflamatoria. La fibrosi hepatica
consisteix en 'acumulacié de teixit connectiu en el fetge com a resultat d’'un desequilibri entre la
produccié i la degradacié de MEC produit per un dany hepatic agut o cronic [184,185]. En els

ultims anys s’ha avangat molt en el coneixement dels mecanismes cel-lulars i moleculars que
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provoquen aquesta complicacié hepatica. Si el dany hepatocel-lular s’allarga en el temps i la
resposta inflamatoria no es resol adequadament es desencadenen processos de remodelacio
tissular amb la conseguent secreci6 inadequada de MEC i I'aparicio de fibrosi.

A dins del sinusoide hepatic, I'espai de Disse subendotelial separa els hepatocits de I'endoteli
sinusoidal i conté MEC de baixa densitat. Aquesta matriu proporciona suport cel-lular i permet
el transport de soluts i factors de creixement. En un fetge normal I'estructura sinusoidal es
presenta normal, amb les KCs inactivades, les HSCs amb granuls de vitamina A i una
resisténcia normal al flux sanguini [186] (Figura 24A). Durant el dany hepatic les KCs s’activen,
les HSCs es multipliquen i secreten proteines de MEC amb el conseglient canvi de composicid
d’aquesta, es dona una peérdua dels microvillis dels hepatocits i apoptosi, augmenta la
resisténcia al flux sanguini a causa del tancament de I'endoteli fenestrat i en conjunt es
deteriora la funcié 186] (Figura 24B).

Hepatocits

HSC

Cél lula endotelial

KC

Lumen sinusoidal amb
resisténcia normal al
flux sanguini

Fetge normal
|

Dany hepatic cronic

Infiltracié de limfocits

Proteines de MEC

Hepatocit apoptotic
KC activada

Lumen sinusoidal amb

Fe.tge a_mb resisténcia incrementada
fibrosi al flux sanguini
avangada

Figura 24. A) Estructura sinusoidal normal B) Estructura sinusoidal durant el dany
hepatic (Figura adapata de [186]).
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Degut a que les principals responsables de la secrecié de proteines de MEC so6n les HSCs
activades, lactivacié i proliferaci6 d’aquestes cél-lules constitueix un procés clau en el
desenvolupament de fibrosi hepatica [131,186,187].

L’activacio es refereix a la conversié de les cél-lules quiescents emmagatzemadores de
vitamina A a cél-lules proliferatives fibrogéniques i miofibroblastes contractils. Les HSCs son la
principal font de col-lagen en la fibrosi patologica [135,188].

Les KCs, que constitueixen la major part de la poblacié de macrofags residents en el cos huma,
es consideren com una de les principals cél-lules inflamatories efectores les quals inicien la
cascada inflamatoria que déna lloc a la remodelacié tissular i I'aparicio de fibrosi [189,190,191].
En condicions normals, la poblaci6 de KCs és capag¢ de proliferar localment i mantenir-se
durant llargs periodes. Cal remarcar que s’ha observat un increment significatiu de la seva
poblacié durant les etapes inicials de la lesid hepatica [192]. En el cas concret de la fibrogénesi
induida per tetraclorur de carboni (CCl,), la poblacié de KCs triplica el seu niumero original
aproximadament entre les 6 i les 8 setmanes de tractament [192]. A més en aquest model
experimental existeix una correlaci® molt estreta entre el numero de KCs i el grau de
desenvolupament de fibrosi [192-195].

Durant la progressio de la fibrosi es creu que les KCs promouen I'activacié i proliferacié de les
HSCs, les cél-lules fibrogéniques clau [131,187], a través de l'alliberament de factors paracrins
(citoquines, eicosanoids i factors de creixement incloent el TGF-B1) fenomen que ha estat
demostrat in vitro [196].

S’ha descrit que el medi condicionat procedent de cultius de KCs promou la proliferacié de
HSCs i la sintesi de collagen, proteoglicans i hialuronat [196-200], efecte que és més
accentuat si les KCs es troben activades préviament com és el cas de KCs procedents de
fetges de rates tractades amb CCl, [199,200]. S’han identificat diferents compostos secretats
per les KCs que poden exercir aquest efecte proliferatiu i estimulador de les HSCs, entre els
quals cal destacar els eicosanoids, el TGF-f, el factor de creixement derivat de les plaquetes
(PDGF), el TNFaq, la IL-1 i 'INF de tipus 11 [131].

Les KCs activades modifiquen també alires processos metabdlics clau de les céllules
parenquimals, com és l'alliberacid6 d’albumina per part dels hepatocits que altera la funcié
hepatica i contribueix al desenvolupament de lesio hepatica.

Aixi doncs, els macrofags hepatics participen de forma molt activa en l'inici i en la progressio de
la fibrosi hepatica alliberant factors solubles com citoquines, espécies reactives derivades de
I'oxigen i eicosanoids [189-191].

De totes maneres cal destacar que els macrofags hepatics juguen un paper dual pero
divergent, afavorint 'acumulaci6 de MEC durant el procés de dany perd al mateix temps

augmentant la degradacié de MEC durant la fase de recuperacio [191].
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1.4.3.2 Cirrosi hepatica

En les fases més avangades de fibrosi hepatica es dona una pérdua histologica completa de
I'arquitectura hepatica donant lloc a la cirrosi la qual es caracteritza per la formacié de septes i
anells de fibra que rodegen els ndduls d’hepatocits.

La cirrosi hepatica és una malaltia amb una prevalencga elevada en el mén occidental i una de
les principals causes de mort de la poblacié adulta [201]. La cirrosi és I'estadi final de moltes
malalties croniques del fetge essent la consequéncia d’'un procés inflamatori i de reparacié de
teixit que té lloc en resposta a una continua agressio externa. Aquesta agressio pot consistir en
una hepatitis viral (especialment hepatitis B i C), un abus d’alcohol o drogues, una malaltia
metabolica causada per un excés de ferro i coure, un atac autoimmune d’hepatocits o d’epiteli
dels conductes biliars o alguna anormalitat congénita [133,184] (Figura 24).

Quan es dona una acumulacié de fluid a la cavitat peritoneal es produeix I'ascites. Ja el segle
XVII linvestigador Richard Lower va ser el primer en relacionar I'ascites amb la hipertensio
portal i al comengament del segle XX diferents investigadors van observar una reduccié de la
concentracié d’albumina plasmatica en pacients amb cirrosi, particularment en aquells pacients
amb ascites. L’acumulacié de fluid en la cavitat abdominal en pacients amb cirrosi es va
hipotetitzar que era el resultat de la hipertensié portal i la hipoalbuminémia, amb un increment
del flux limfatic a través del conducte toracic essent una altra conseqiieéncia de 'augment del
fluid extravasat dels capil-lars hepatics i esplacnics [202].

La demostracié que la fibrosi hepatica i, fins i tot, la cirrosi es poden revertir, ha accelerat
I'entusiasme per desenvolupar noves terapies antifibrotiques [203,204]. Recentment s’ha
observat que es dona una regressié de la cirrosi en pacients amb hepatitis B, hepatitis C [205],
hepatitis delta, malaltia metabolica i colestasi entre d’altres. Un component clau en la reversio
de la fibrosi és I'aclariment de les HSCs per apoptosi, la qual requereix d’'una desregulacio de
TIMP-1 [206].

1.4.4 TERAPIES ANTIFIBROGENIQUES

Diferents estudis preclinics en models experimentals han destacat un nombre de terapies que
poden disminuir especificament la fibrogénesi. Alguna d’aquestes terapies s’ha dirigit a inhibir
la sintesi de col-lagen, la deposici6 de MEC, la modulacié de Il'activacio de les HSCs,
I'estimulacié de la degradacié de la MEC o l'estimulacié d’apoptosi de les HSCs. Un gran

nombre d’aquests estudis preclinics han passat a assaigs clinics en humans [207] (Taula 5).
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Agent Malaltia Mecanisme Efecte antifibrotic = Efecte antifibrotic
principal en models en assaigs en
experimentals humans
Inhibidors del TGF-f = Antifibrotic Resultats positius No provat
INFou HCV Antifibrotic Resultats positius Efectiu en hepatitis C
cronica
INFy HCV Antifibrotic Resultats positius Efectiu en hepatitis C
Inhibidors del TNFa Alcohol Antiinflamatori No provat Efectiu en fibrosi
induida per alcohol
IL-10 HCV Antiinflamatori  Resultats Resultats aillats en
discrepants hepatitis C cronica
Antagonistes - Antifibrotic Resultats positius No provat
d’endotelina
Antagonistes del Antifibrotic Resultats positius No provat
receptor d’angiotensina
Inhibidors de la - Antifibrotic Resultats positius No provat
norepinefrina
Corticoesteroides Hepatitis Antiinflamatori  No provat Resultats positius
autoimmune
i alcoholica
aguda
Gliotoxina - Antifibrotic Resultats positius No provat
Inhibidors de la 5-LO - Antifibrotic Resultats positius No provat
en HSCs
Inhibidors de la FLAP - Antifibrotic Resultats positius No provat
Agonistes del PPAR NASH Antifibrotic Resultats positius Resultats aillats en
NASH
Sobreexpressié6 MMP-8 - Antifibrotic Resultats positius No provat
Colxicina Cirrosi biliar Antifibrotic Resultats limitats Resultats discrepants
primaria/alcohol
Vitamina E NASH/alcohol Antioxidant Resultats parcials Resultats postius
d’inhibicio6 de
I'activacio de les
HSCs
S-adenosil-metionina Alcohol Antioxidant No provat Efectiu en fibrosi
induida per alcohol
Fosfatidilcolina Alcohol Antioxidant Resultats positius No provat en fibrosi
induida per alcohol
Silimarina Alcohol Antifibrotic Resultats positius Resultats limitats
Plantes medicinals - Antifibrotic Resultats positius No efectiu

TGF-a i B, factor de creixement tumoral o i B; 5-LO, 5-lipooxigenasa; FLAP, proteina activadora de la 5-LO; HCV, virus de
I'hepatitis C; NASH, esteatosi hepatica no alcoholica.

Taula 5. Principals farmacs antifibrotics desenvolupats pel tractament de la fibrosi hepatica segons
[186,207].

A la Taula 5 es mostra un resum dels farmacs més utilitzats com a terapia antifibrogénica el
qual s’ampliara a continuacié en el text. D’aquesta taula es dedueix que en el moment actual un
antifibrotic especific que encaixi en el perfil d’'un agent ideal (és a dir, que sigui potent, segur,
oralment biodisponible i econdmicament assequible) no es troba encara disponible en el

mercat.
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1.4.4.1 Citoquines profibrogéniques i antifibrogéniques

La fibrogénesi és el resultat de diverses interaccions entre diferents tipus cel-lulars i citoquines;
quan d’aquestes interaccions en resulta un balang profibrogénic s’afavoreix la formacié de fibra
en el fetge. Diverses estratégies antifibrogéniques presenten com a diana la inhibicié d’algunes
citoquines.

La citoquina més profibrogénica que s’ha descrit en el fetge és el factor TGF-p [208,209]. El
TGF-B juga un paper central en la cascada fibrogénica, és una diana terapéutica important.
Quan el TGF-B es troba sobreexpressat en el fetge condueix a la produccié de fibrosi [208] i a
l'inhibir la seva expressié durant el dany hepatic experimental es disminueix la fibrosi [210]. La
disrupcié de la sintesi de TGF-p i/o de les seves vies de senyalitzacio prevenen la formacio de
fibra, fet que es ddéna durant la fibrosi hepatica experimental [211]. S’han proposat diferents
estudis d’inhibicié del TGF-B els quals inclouen la utilitzacié de molécules com la decorina (el
component proteic central del proteoglica, el qual s’'uneix i inactiva el TGF-B [212]), anticossos
contra TGF-B i receptors solubles que codifiquen per sequéncies que uneixen al TGF-f actiu i
prevenen la uni6 als seus receptors corresponents [212,213].

Uns quants mitdogens semblen ser importants en I'estimulacié de la proliferacié de les HSCs
d’entre els quals cal destacar el PDGF. Aquesta citoquina juga un paper clau en la proliferacié
cellular de les HSCs i d’altres tipus cel-lulars. Diversos estudis han demostrat que el PDGF
acompanya a l'activacio de les HSCs a través de la sobreexpressié del seus receptors [214].
Per aquest motiu la neutralitzacié de I'activitat del PDGF tant per antagonistes competitius com
per bloqueig dels seus receptors, és una proposta terapéutica de gran interés.

També I'administracié de factors de creixement (p. ex. el factor de creixement similar a insulina,
el factor de creixement d’hepatocits (HGF) i la cardiotrofina) o la seva administracié com a
terapia génica atenuen la fibrosi hepatica experimental [215,216]. No obstant, aquests ultims
descobriments no han estat provats en humans i poden arribar a afavorir el desenvolupament
de cancer.

A més cal destacar que diverses citoquines semblen poder inactivar les HSCs i presenten
propietats antifibrogéniques. En aquest grup hi trobem I'INFy[217], 'INFa [218], la proteina
associada a I'activacio de HSCs [219] i possiblement I'adiponectina [220] i el HGF [215].

En concret I'adipocitoquina adiponectina inhibeix la proliferacié induida per el factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGF) i atenua I'efecte del TGF-B1 en les HSCs i per tant,
condueix a la inhibicié de la fibrogénesi [220].

La principal citoquina antifibrotica que s’ha vist que inhibeix la sintesi de col-lagen en diferents
models experimentals de fibrosi hepatica és el INFy [207,218,221]. La familia dels INFs esta

formada per tres isoformes principals que inclouen el INFa, B i y. Cada una d’aquestes
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isoformes és Unica no només en termes d’estructura proteica sin6 també d’accié biologica.
Existeixen moltes isoformes de I'INFa, mentre que només sembla existir una Unica isoforma de
PINFB i y. L'INFo té un efecte antiviral molt més potent que 'INFy. No obstant, s’ha demostrat
que I'INFy inhibeix especificament la sintesi de MEC en fibroblasts [222]. Diferents estudis han
demostrat que el INFy té efectes potents sobre les HSCs ja que inhibeix diferents aspectes de
I'activacié d’aquestes cél-lules [217,223]. En referéncia a la utilitzacié de INFy en el tractament
de la fibrogénesi hepatica, existeix una preocupacié sobre el seu Us a causa de que la seva
sobreexpressio en el fetge porta a I'hepatitis cronica [224] i degut també als seus efectes
potencials secundaris a llarg termini relacionats amb els seus efectes immunomodulatoris. No
obstant, un informe recent de pacients amb infeccid cronica per hepatitis C i fibrosi suggereix
que el compost és segur i ben tolerat i que un subgrup de pacients arriben a presentar resposta
antifibrotica [225]. Tot i que aquest estudi pilot proporciona les bases per la utilitzacié del INFy
en pacients, s’han de realitzar més estudis per documentar el seu potencial terapéutic.
Actualment s’han realitzat diversos estudis pilot per examinar I'efecte de compostos anti-TNFa
en pacients amb malaltia hepatica induida per I'alcohol [226-229]. El fonament d’aquestes
terapies és que el TNFa es troba sobreexpressat en fetges afectats per I'alcohol, i aixi aquests
compostos anti-TNFa haurien de disminuir la inflamacié que és el primer pas cap a la fibrosi.
Tot i que existeixen pocs resultats sobre I'efecte d’aquestes intervencions en la fibrosi hepatica,
analisis preliminars en pacients amb hepatitis alcoholica severa suggereixen una disminucié de
la inflamacio i del dany agut, els quals presumiblement precedeixen a la fibrosi en aquesta
malaltia [228]. Malgrat aquests resultats, la utilitzacié d’aquests compostos requereix una gran
precaucio perquée poden incrementar el risc d’'infeccions greus [230].

També la utilitzacio de IL-10 esta actualment sota investigacio en pacients amb hepatitis C amb
fibrosi avangada els quals han rebutjat la terapia antiviral [231,232]. De totes maneres el paper
de la IL-10 no esta del tot definit en els diferents models de fibrosi hepatica. Per un costat s’ha
vist que la IL-10 pot actuar com a possible terapia antifibrotica en rates [233] mentre que per
I'altre pot arribar a promoure la fibrosi hepatica en un model muri d’inflamacié i fibrosi [234]. A
meés els antagonistes dels receptors de les quimioquines semblen prometadors en models

animals d’inflamacié i malaltia autoimmune [235].

1.4.4.2 Péptids biologicament actius: bloqueig dels receptors d’endotelina-1, inhibicié del

sistema renina-angiotensina i bloqueig del sistema adrenérgic.

S’ha descrit en la literatura un ampli espectre de péptids vasoactius d’entre els quals cal

destacar I'endotelina-1 i I'angiotensina Il que presenten efectes pleiotropics a nivell biologic i
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molecular, i que poden estar implicades en la fibrogénesi hepatica [236-238]. Ja que aquests
compostos també presenten propietats vasoactives, s’obre una possible porta terapéutica si es
pogués arribar a tractar al mateix temps la fibrogénesi i la hipertensio portal.

Les HSCs expressen tant angiotensina Il com els receptors d’endotelina, i I'estimulacio
d’aquests receptors amb els seus corresponents lligants desencadena efectes importants en
aquestes cel-lules [238]. La inhibicié de la via de I'endotelina porta a una disminucio de la
fibrogénesi [237]. El boqueig dels receptors d’endotelina-1 tipus A conjuntament amb
'administracié de vasodilatadors (PGE; i donadors de NO) exerceixen activitat antifibrotica en
rossegadors, tot i que no s’han provat els efectes en humans [239].

De la mateixa manera, el bloqueig de la funcié de I'angiotensina Il in vivo amb inhibidors de
'enzim de l'angiotensina, antagonistes del receptor de I'angiotensina 2, també produeix una
inhibicio de l'activacié de les HSCs i de la fibrosi [240]. Els inhibidors del sistema renina-
angiotensina sén ampliament utilitzats com a agents antifibrotics en pacients amb malaltia
cronica renal i cardiaca i semblen ser segurs quan son administrats durant llargs periodes de
temps [241].

Altres péptids bioldgicament actius també son importants durant la mediacié de la fibrogénesi
hepatica. En aquest grup hi trobem compostos involucrats en el sistema adrenérgic (p. ex. la
norepinefrina) els quals semblen ser profibrogenics [242,243]. Per tant, el bloqueig d’aquests
compostos també reduiria la fibrosi. Per exemple, I'exposicié de rates amb dany hepatic a la 6-
hidroxidopamina, una toxina que destrueix les fibres noradrenergiques, disminueix
significativament la fibrosi [242]. A més, ratolins deficients per la dopamina B-hidroxilasa els

quals no poden produir norepinefrina son resistens a la fibrogénesi [243].

1.4.4.3 Antiinflamatoris

Degut a que la inflamacio precedeix i promou la progressioé de la fibrosi hepatica, s'ha proposat
la utilitzaci6 de farmacs antiinflamatoris com a terapia antifibrogénica. Els corticosteroides
només estan indicats pel tractament de la fibrosi hepatica en pacients amb hepatitis
autoimmune i hepatitis alcoholica aguda [244].

A més, la inflamacio activa i prolongada que es dona durant el desenvolupament de la fibrosi i
la cirrosi hepatica pot arribar a provocar una sobreexpressio de I'isoforma induible de la COX,
la COX-2, com s’ha vist durant el progrés de la cirrosi hepatica humana [245,246]. També la
COX-2 esta associada amb la progressié de la fibrosi hepatica durant la infeccié cronica per
hepatitis C [247]. Cal afegir que s’ha demostrat que la isoforma COX-2 esta sobreexpressada
en el context del dany necroinflamatori en rates amb malaltia alcoholica hepatica experimental i

en rates sotmeses a una dieta deficient en colina [248-250]. Aquests resultats indiquen que la
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COX-2 és una diana atraient en el fetge, i conseglientment, els inhibidors selectius de COX-2
desenvolupats recentment poden representar una estratégia terapéutica innovadora per la
prevencio de la inflamacié i la fibrosi hepatica. De fet, els inhibidors selectius de la COX-2 so6n
efectius en la prevencié dels desordres fibrotics, incloent la fibrosi intersticial renal, la fibrosi

testicular i la fibrosi de la submucosa oral [251-253].

1.4.4.4 Inhibicio de la proliferacié cel-lular i estimulacié d’apoptosi en KCs i HSCs

La presencia d’'un numero elevat de KCs activades és considerat un esdeveniment critic en
l'inici de la cascada inflamatoria que dona lloc a la fibrosi hepatica [38,165,192]. S’ha vist que
els macrofags juguen un paper important en el desenvolupament de la inflamacio hepatica i la
supressié selectiva durant la progressio del dany hepatic podria resultar una bona terapia
antiinflamatoria. També s’ha vist que la reduccié de la supervivéncia de les KCs per inhibicié de
la via de la 5-LO esta associada a un efecte antifibrotic remarcable [165,190].

El control de la proliferacio i apoptosi de les HSCs és un esdeveniment clau en la regulacié de
la progressio de la fibrosi hepatica. En concret, diverses estratégies basades en la inhibicio de
'acumulacié de les HSCs activades modulant tant la seva activacidé i/o proliferacidé com
promovent la induccid6 a apoptosi, han demostrat ser una proposta potencial antifibrotica
[186,189,254,255].

S’ha vist que la gliotoxina que indueix apoptosi en les HSCs de rata redueix la fibrosi en rates
induides a un dany hepatic amb CCl, [255]. Altres estudis han demostrat que els inhibidors
selectius de la 5-LO i de la FLAP, el AA861 i el Bay-X-1005 respectivament, redueixen
significativament el nimero de KCs en cultiu i indueixen apoptosi en aquestes cél-lules. En un
model in vivo d’induccié a fibrosi amb CCl, en rates també es va demostrar que I'administracié
de l'inhibidor de la FLAP reduia la fibrosi hepatica [165].

1.4.4.5 Agonistes del PPARa. i y

Els PPARs s6n una familia de factors transcripcionals nuclears activats per lligant que
pertanyen a la superfamilia de receptors nuclears d’hormones [256]. Els PPARs juguen un
paper important en la regulacié de 'homedstasi lipidica, la diferenciacio i la proliferacio cel-lular,
la biologia vascular, el cancer i la inflamacié [257].

La regulacié transcripcional per PPARs es déna per unié a elements reguladors especifics
situats en regions no codificants del gen diana. En preséncia de proliferadors peroxisomals

(PPs) els quals actuen com a lligants del PPAR, s’activen aquests receptors i dimeritzen amb el
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receptor de I'acid retinoic (RXR). El dimer PPAR-RXR pot entrar a nucli a on s’uneix a elements
de resposta de proliferadors peroxisomals (PPRE), que es troben en regions no codificants del
promotor del gen diana, per tal d’iniciar I'activitat transcripcional [258,259] (Figura 25).

S’han identificat tres families de PPARs en mamifers: PPARq, B (també anomenat & o NUC1) i
v les quals estan codificades per diferents gens [259].

El PPARa s’expressa en abundancia en fetge, muscul esquelétic, ronyd, teixit adipds marro,

cor i paret vascular. En el fetge el PPARa. és el mitjancer central del metabolisme lipidic.

Proliferacio dels peroxisomes,
| augment del metabolisme lipidic

Formacio d’adipocits,
efectes antiinflamatoris |

Funcié desconeguda

Figura 25. Activacio dels PPARs

El PPARy s’expressa en dues variants de splicing PPARy1 i PPARy2. El PPARy1 s’expressa
principalment en teixit adipos, colon, melsa, retina i cél-lules hematopoiétiques. En contrast el
PPARYy2 s’expressa en teixit adipos blanc i marré [260]. EI PPAR (/5 s’expressa en molts teixits
perd és present de manera meés abundant en intesti, ronyo i cor [261].

Els PPARs son factors de transcripcid depenents de lligant: I'activacié de la transcripcio dels
gens diana depen de la unié del lligant a aquest receptor. Alguns lligants son compartits per les
tres isoformes com és el cas dels acids grassos poliinsaturats i dels acids grassos oxidats.
Nombrosos compostos s’uneixen amb alta afinitat al PPARq, incloent els acids grassos
endogens insaturats de cadena llarga, com I'acid linoleic i I'acid linolenic conjugat entre d’altres,
i eicosanoids, com el 8S-HETE i el LTB,, i farmacs d'utilitat clinica com és el cas de les
tiazolidinediones (TZDs) i els fibrats [54, 259,261,262].
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El PPARy és un factor de transcripcio activat per ligant amb un domini d’'unié a DNA que
reconeix elements de resposta en el promotor de gens diana especifics lligats a inflamacid,
proliferacio cel-lular, apoptosi i diferenciacio [263-266].

El PPARYy pot ser activat per diversos lligants: les TZDs, que actuen com a lligants sintétics del
PPARYy; diversos eicosanoids incloent el 12 i 15-HETE; i els productes de la COX: PGA4, PGA,,
PGD, i el producte de deshidrogenacio de la PGD,, la 15d-PGJ, que s’ha identificat com el
lligant natural més potent del PPARYy [257].

En concret, s’ha vist que el PPARy s’expressa en HSCs i juga un paper important en la
progressio de la fibrosi hepatica ja que 'activacié de les HSCs esta associada amb la reduccid
tant de I'expressié com de l'activitat transcripcional d’aquest receptor nuclear [254,267]. S’ha
demostrat que els lligants sintétics del PPARy en HSCs activades en cultiu recuperen I'expressio
d’aquest receptor nuclear i reverteixen aquestes ceéllules activades a un fenotip quiescent
[254,267,268].

In vivo, 'administracio de lligants sintétics del PPARYy (p. ex. les TZDs) a models animals de
fibrosi hepatica redueix efectivament la transdiferenciacié de les HSCs i la deposicié de col-lagen
[269].

A més les TZDs exerceixen un efecte beneficids en la fibrosi hepatica experimental [270]. S’ha
vist en un estudi preliminar en pacients amb esteatohepatitis no alcoholica (NASH) que el
tractament amb l'agonista del PPARYy rosiglitazone disminuia tant I'esteatosi com la fibrosi
[271].

1.4.4.6 Inhibicié de les MMPs

Un fet destacat de la fibrosi hepatica és la renovacié de la MEC, incloent no només la seva
sintesi, sindé també la seva degradacio [272)]. Durant la progressio de la fibrosi es déna un
increment de I'expressio de les MMPs i en concret dels TIMPs.

Les MMPs sén una familia d’endopeptidases Ca®" depenents que estan implicades en la
degradacié fisiologica i patologica de la MEC. Les MMPs poden degradar un ampli ventall de
proteines de matriu continguin o no col-lagen [273]. Totes les MMPs sén secretades per les
céllules com a proenzims cataliticament inactius (pro-MMPs), els quals comparteixen una
estructura modular que consisteix amb un prodomini N-terminal d’'uns 80 aa, un domini catalitic
d’'uns 170 aas i un domini carboxi-terminal d’'uns 200 aas. Aquestes MMPs latents requereixen
d’activacié perqué puguin degradar els components de la MEC. En el prodomini s’hi troba el
residu de Cys73 el qual funciona com a estabilitzador de la isoforma inactiva. En el domini

catalitic hi trobem un Zn*" actiu el qual s’'uneix amb el residu de Cys del prodomini. Quan la
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unié de la Cys73-Zn** és intacta la MMP és inactiva. L’activacié de les MMPs implica el
trencament de la unié entre el Zn?* del centre actiu i el residu de Cys [274].

Existeixen diferents grups de MMPs [273]:

1. Les col'lagenases: MMP-1, MMP-8 i MMP-13. Digereixen principalment col-lagen
intersticial de tipus I, 11'i Il1.
Les gelatinases: MMP-2 i MMP-9. Digereixen principalment gelatina.
Les estromelisines: MMP-3, MMP-10 i MMP-11. Digereixen compostos de la MEC com
el col-lagen IV i la fibronectina. Aquest grup també inclou la matrilisina (MMP-7).

4., Les MMPs de membrana (MT-MMP). Digereixen principalment gelatina, fibronectina i
laminina.

5. Laresta de MMPs s’inclouen a dins d’un subgrup heterogeni format per: MMP-12, MMP-
19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27 i MMP-28.

L’activitat de les MMPs esta regulada per diferents tipus d’inhibidors dels quals en cal destacar
els TIMPs. Gracies a aquesta combinacié de mecanismes, la degradacié de la MEC és
regulada finament i d’aquesta manera s’evita el dany tissular.

S’ha vist que I'activitat de les MMPs esta relacionada estretament amb la severitat de la fibrosi
hepatica [273]. En les fases agudes de dany hepatic i durant la progressio de fibrosi, hi ha un
increment d’expressio de les MMPs. Aquestes molécules estan involucrades en la regulacio de
la degradacié de la MEC hepatica tant la normal com la fibrotica. Les tres MMPs més
importants en el fetge soén la MMP-2, la MMP-9 i la MMP-3 [272].

S’ha observat un increment de I'expressio de MMP-2 i de MMP de membrana tipus 1 com
també de TIMP-1 i TIMP-2 durant la fibrogénesi [272,275-277]. Existeixen evidéncies d’un
increment de I'expressié del proenzim de la MMP-2 i del seu enzim actiu en models animals i
humans de fibrosi hepatica. Més evidéncies s’han vist en el model de rata d’'induccié a la fibrosi
hepatica amb CCl, on existeix una clara relacié entre la progressiéo de la fibrosi hepatica,
increment del proenzim de la MMP-2 i I'increment del contingut de la forma activa de la MMP-2
[275]. Un augment de la MMP-9 també s’ha vist en fetges de rata induides a fibrosi en un
model de lligadura del conducte biliar, suggerint que aquest enzim també juga un paper
important en aquesta patologia [278].

La sobreexpressié dels TIMPs contribueix en particular al fenotip profibrogénic [272].
Interessantment, la sobreexpressié de MMP8 condueix a la reversio parcial de la fibrosi, per

tant una sobreexpressié de MMPs podria arribar a tenir un paper terapéutic [279].
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1.4.4.7 Colxicina

La colxicina és un alcaloide de planta que inhibeix la polimeritzacié dels microtibuls, un procés
que es requereix per la secrecio de col-lagen. Per aquest motiu la colxicina s’engloba a dins
dels compostos antifibrotics. A més, diverses evidéncies defensen les propietats antifibrotiques
de la colxicina en models experimentals animals [280], de la mateixa manera que s’ha estudiat
en un gran nombre d’assaigs clinics [281-284] incloent la cirrosi biliar primaria, la cirrosi induida
per alcohol, com també en altres malalties hepatiques d’origen divers [282].

Un assaig clinic amb colxicina a doble cec, aleatori i controlat es va realitzar en pacients amb
cirrosi biliar primaria. Es van notar millores en un gran nombre de marcadors bioquimics, perd
la colxicina va fallar a I’hora de disminuir la fibrosi [281]. En un altre assaig a doble cec, aleatori
i controlat on s’estudiava la colxicina vs placebo en pacients amb diverses malalties
hepatiques, es va veure que la colxicina millorava la fibrosi com també es donava una millora
de la supervivéncia [282]. No obstant, aquest estudi ha estat criticat per causes metodologiques
perqué molts pacients no se’ls hi va fer un seguiment continuat i perqué es va donar un excés
de mortalitat inexplicable en el grup control per causes no relacionades a la malaltia hepatica.
En un metanalisi que incloia 1138 individus amb fibrosi alcoholica i no alcoholica i cirrosi es va
trobar que la colxicina no reduia ni la fibrosi ni la mortalitat dels pacients [283]. En un altre
estudi multicéntric recent que incloia 549 pacients amb cirrosi alcohdlica avancada a on es
comparava I'administracié de colxicina (0.6 mg oral dues vegades/dia) amb placebo no es va
veure cap efecte del tractament actiu sobre la supervivéncia [284]. Per tant, la colxicina no és
recomenada a pacients amb cirrosi alcohodlica avangada. En conclusié, la colxicina és un
compost segur i pot produir una millora dels marcadors de malaltia hepatica, inclds pot millorar
la mortalitat dels pacients. No obstant, I'ineficacia a 'hora de disminuir la fibrosi hepatica fa que

aquest medicament esdevingui un antifibrotic problematic.

1.4.4.8 Antioxidants

Ja que el paper de l'estrés oxidatiu en el dany i en I'activacié de les HSCs i en I'estimulacio de
la produccié de MEC és important, els antioxidants han rebut una atencié considerable com a
antifibrotics. Diversos antioxidants com la vitamina E, la silimarina, la fosfatidilcolina i la S-
adenosil-L-metionina inhibeixen I'activaciéo de les HSCs, protegeixen els hepatocits de patir
apoptosi i atenuen la fibrosi hepatica experimental [286]. Els antioxidants exerceixen efectes
beneficiosos en pacients amb malaltia hepatica induida per alcohol i NASH [286,287].

La vitamina E ha estat examinada tant en models animals [288-292] com en assajos clinics. El

precursor de la vitamina E, el d-a-tocoferol (1200 IU/dia durant 8 setmanes), va ser administrat

58



Introduccié

a 6 pacients infectats pel virus de I'hepatitis C (HCV) que no van respondre a la terapia amb
INF [289]. El d-a-tocoferol va produir una inhibicié dels parametres d’activacio de les HSCs, no
obstant, no va disminuir els nivells de fibrosi. En un altre assaig clinic controlat i aleatori es van
estudiar els efectes de la vitamina E en pacients amb una hepatitis induida per alcohol de grau
lleu a moderat i es va trobar que la vitamina E disminuia els nivells d’acid hialuronic en el
sérum, perd no produia un canvi en els nivells de colllagen de tipus Ill [291]. La terapia
antioxidant, incloent la vitamina E, en pacients amb hepatitis severa induida per alcohol, no va
tenir efecte en el resultat, tot i que la fibrosi no era I'objecte especific d’estudi [292].

La S-adenosilmetionina (SAM) és important en la sintesi de I'antioxidant, glutatié. Des de que
es va proposar que el SAM tenia propietats antioxidants en el fetge, i que I'expressié de I'enzim
responsable de la seva sintesi (la metionina adenosiltransferasa) es trobava disminuit durant la
lesio hepatica [293], s’ha estudiat el SAM en un gran nombre d’assaigs clinics en pacients amb
cirrosi induida per alcohol. La valoracié histologica de la fibrosi no es va mesurar
especificament, tot i que es va veure una millora en la mortalitat total/necessitat de
trasplantament de fetge especialment en pacients cirrotics amb un Child A/B, cosa que

augmenta la possibilitat d’'una millora de la fibrosi [294].

1.4.4.9 Polienilfosfatidilcolina (PP)

La polienilfosfatidilcolina (PP), una barreja de fosfatidilcolines poliinsaturades que s’extreu de
les llavors de soja, ha guanyat interés recentment com a agent antifibrotic particularment durant
la lesié hepatica induida per alcohol, ja que aquesta malaltia sovint es troba associada amb
I'estrés oxidatiu. Pel seu costat I'estrés oxidatiu porta a la peroxidacio lipidica, al dany cel-lular i
a la inflamaci6. Com que la fosfatidilcolina és un component important de la membrana
cel-lular, aquesta substancia podria actuar com a suplement de proteccié de les membranes i
podria produir una disminucid del dany cellular i de la fibrogénesi. Diverses dades
experimentals donen suport a aquesta idea [295]. Gracies a la disposicié de resultats
experimentals sobre la seguretat aparent de la PP, es va realitzar un assaig clinic examinant
els seus efectes en pacients amb hepatitis induida per alcohol [296]. Aquest assaig clinic
multicéntric, prospectiu, aleatori, a doble cec i controlat per placebo va examinar a 789
individus alcoholics (la mitjana d’administracié d’alcohol era de 16 begudes/dia). Els individus
de I'estudi es van distribuir de manera aleatoria en dos grups segons si rebien la PP o placebo i
la durada de l'assaig va ser de 2 anys. Encara que la majoria dels individus disminuien
substancialment el consum d’etanol durant I'assaig, la PP va fallar a I'hora de millorar de

manera significativa la fibrosi.
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1.4.4.10 Silimarina

Els extractes de silimarina, derivats de la llet de Silybum marianum (el compost actiu principal
és la silibinina) disminueixen la peroxidacio lipidica i inhibeixen la fibrogénesi en models
animals [297,298], inclos en babuins [299]. Aquest compost també s’ha provat en diversos
assaigs clinics molt ben desenvolupats en humans, tot i que el grau de fibrosi no va ser utilitzat
com a resultat. S’ha vist que la silimarina és segura, pero presenta efectes mixtes [300,301]. En
un estudi es va veure una millora en la mortalitat especialment en el subgrup dels pacients
alcoholics. Aquests resultats juntament amb els obtinguts en estadis primerencs de cirrosi va
semblar que la silimarina podia ser beneficiosa. No obstant, en un altre estudi focalitzat nomeés
en pacients alcoholics, no es va poder veure cap millora en la supervivéncia. Aixi doncs, tot i
que la silimarina és un compost segur en l'actualitat falten més resultats que recolzin els seus

efectes beneficiosos.

1.4.4.11 Compostos derivats de plantes

Diferents compostos herbacis, molts d’ells utilitzats tradicionalment en paisos asiatics per
tractar les malalties hepatiques, s’ha demostrat en models animals que presenten propietats
antifibrotiques [302]. S’inclouen en aquest grup la Sho-saiko-to, la glicirrhizina i la salvia
miltiorhiza.

Els medicaments que contenen herbes del génere de la Salvia han estat populars com a
antifibrotics [303]. Tot i que els assaigs clinics han suggerit poca efectivitat dels medicaments
herbacis especifics en alguns estudis [303] els resultats de les revistes asiatiques queden
pendents de revisar. Ja que se sap que aquests medicaments herbacis poden presentar una
toxicitat significant, incloent hepatotoxicitat [304] aquests medicaments s’han d’utilitzar amb

precaucio.

1.4.4.12 Substancies que inhibeixen les vies de transduccioé de senyal

Diverses substancies descrites com a inhibidores de les vies clau de transduccié de senyal
involucrades en la fibrogénesi hepatica també presenten un cert potencial pel tractament
d’aquesta patologia [305]. Entre elles cal destacar la pentoxifilina (inhibidora de la
fosfodiesterasa), I'amilorida (inhibidora de la bomba de Na‘/H*) i I'acid S-farnesiltiosalicilic
('agonista de Ras) [186].
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1.4.4.13 Disminucio6 del col-lagen

La inhibicié de la produccié de col-lagen i/o la promocié de la seva degradacié [305] és una
altra estratégia antifibrogénica. Els inhibidors de la prolil-4 hidrolasa i I'halofuginona prevenen el
desenvolupament de la cirrosi hepatica experimental inhibint la sintesi de col-lagen. La MMP-8 i
I'activador del plasminogen tipus uroquinasa estimulen la degradacié del col-lagen in vivo. De
totes maneres cal tenir en compte que l'eficacia d’aquests farmacs és desconeguda i poden

presentar efectes secundaris indesitjats.

1.4.4.14 Inhibicié de la contractilitat

L’activacié de les HSCs es troba associada amb un increment considerable de les proteines
que son caracteristiques de les cél-lules contractils (p. ex. a—SMA i les miosines de muscul llis
[306,307]). La contraccio de les HSCs és important durant el dany hepatic perqué pot contribuir
a col-lapsar i encongir els fetges cirrotics, i perqué també sembla jugar un paper en la
hipertensio portal [238]. Per aquest motiu, la contractibilitat de les HSCs, tot i que no es troba

relacionada de manera directa amb la fibrosi, constitueix una diana fisiologica important.

1.4.4.15 Tractament amb cél-lules mare mesenquimals
Finalment, esta per establir si el tractament amb cél-lules mare mesenquimals pot arribar a

disminuir la fibrosi experimental induida, la qual cosa suggeriria un tractament potencial per les

malalties hepatiques croniques [308,309].
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