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Papel de Nrf2 y estrés oxidativo en la progresion de
esteatohepatitis no alcoholica a hepatocarcinoma

Role of Nrf2 and oxidative stress in progression from
nonalcoholic steatohepatitis to hepatocarcinoma

Marco Antonio Loera-Torres,” Katya Cardenas-Zurita,* Eduardo Rios-Garcia,*
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RESUMEN

ABSTRACT

El estrés oxidativo y las reacciones de 6xido-reduccion
se encuentran presentes en todos los procesos bioldgicos.
En pacientes con sindrome metabdlico, contribuyen al
desarrollo de esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis y car-
cinoma hepatocelular, mediante procesos de lipotoxicidad,
reclutamiento de citocinas, activacion de células estelares,
sintesis progresiva de colagena, DAMPs (patrén molecular
asociado a lesiones), PAMPs (patrén molecular asociado
a patégenos) y dafio irreversible al ADN mitocondrial.
Nrf2 es el factor de transcripcion mas importante en la
regulacion de la expresion de los genes de la respuesta
antioxidante enzimatica y juega un papel primordial en
la respuesta citoprotectora ante la inflamacion aguda y
en la regeneracion hepatica. Sin embargo, se ha asociado
también al desarrollo de quimiorresistencia y recurrencia
tumoral. En este articulo, hacemos una revision sobre la

Oxidative stress and oxide-reduction reactions are present
in all biological processes. In patients with metabolic
syndrome, they contribute to the development of non-
alcoholic steatohepatitis, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma, through processes of lipotoxicity, cytokine
recruitment, activation of stellar cells, progressive synthesis
of collagen, DAMPs (Damage-associated molecular
pattern), PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern
molecules) and irreversible damage to mitochondrial DNA.
Nrf2 is the most important transcription factor in regulating
the expression of enzymatic antioaxidant response genes
and plays a major role in the cytoprotective response
to acute inflammation and liver regeneration. However,
it has also been associated with the development of
chemoresistance and tumor recurrence. This article reviews
the most recent evidence in this regard.

evidencia existente al respecto.

REACCIONES DE OXIDACION Y
REDUCCION Y SU RELACION CON
LA ENFERMEDAD HEPATICA

Las reacciones de oxidacién y reduccién
(Redox) se encuentran presentes en casi
cualquier proceso biolégico. Las interaccio-
nes entre oxidantes endégenos y exdgenos, y
los sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos
como no enziméticos, tienen implicaciones
fisiopatolégicas fundamentales, desde el
equilibrio acido-base, procesos bioenergéti-
cos, oxidacion de acido desoxirribonucleico

(ADN) y acido ribonucleico (ARN), asi como
sus mutaciones, hasta un estado de excesiva
oxidacion relacionada con el desarrollo de
enfermedades. En el metabolismo aerébico,
estas reacciones producen radicales libres.
Los radicales libres son moléculas quimicas
inestables que tienen un electrén desaparea-
do y se caracterizan por ser altamente reac-
tivos con otras moléculas, son subproductos
del metabolismo y oxidacion de &cidos grasos
en los peroxisomas, mitocondrias y reticulo
endopldsmico liso. Los radicales libres mds
comunes son anién superéxido (O,7), radical
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hidroxilo (OH"), radicales peroxilo (ROO") y
radical alcoxi (RO"), de los cuales el radical
hidroxilo es el mas potente, sustrae un atomo
de hidrégeno del grupo metileno (-CH,") de
los acidos grasos, dejando una enlace libre en
el &tomo de carbono (-CH"), iniciando una
reaccion en cadena, tomando hidrogeniones
de las otras moléculas de &cidos grasos hasta
que el sustrato es consumido totalmente o
la reaccion es detenida por una molécula
antioxidante. Existen ademds otros radicales
libres no asociados al oxigeno'? (Figura 1).
El estrés oxidativo se define como el des-
equilibrio entre la produccion de moléculas
oxidantes y la sintesis de moléculas antioxi-
dantes, que conducen a dano tisular.®* En
pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH, por sus siglas en inglés), el estrés oxi-
dativo causa disfuncién o muerte de los hepa-
tocitos, afectando enzimas involucradas en el
metabolismo lipidico.” Las células de Kupffer y
los neutréfilos son los principales responsables
de la produccion hepatica de radicales libres.®
La respuesta antioxidante es regulada
por el factor nuclear xf (NFkp), el factor de

Reaccién-reduccion

transcripciéon AP-1 y la familia de factores
asociados con el factor nuclear eritroide o
de respiracion (Nrfs), de los cuales Nrf2 es
el regulador mas importante de la expre-
sion de genes involucrados en el sistema
antioxidante enzimatico. En condiciones
normales Nrf2 es encontrado en el cito-
plasma adherido a KEAP1, una proteina de
anclaje citosélico. Pero durante el aumento
en el estrés oxidativo Nrf2 se separa de
KEAP1 y es traslocada al ndcleo, donde
activa la transcripcién genética de los
sistemas antioxidantes, aumentando la ex-
presion de superdxido dismutasa, catalasa,
glutatién-peroxidasa 2, glutatiéon-reductasa,
los sistemas tiorredoxina, mieloperoxidasa,
gamma-glutamilcisteina sintetasa y hemo-
oxigenasa 1. La activaciéon de Nrf2 hepa-
tocelular juega un papel importante en la
respuesta citoprotectora del higado ante el
estrés oxidativo. Mltiples estudios muestran
que la concentracién hepatocelular de Nrf2
se eleva durante procesos de estrés oxidativo
cronicos y persistentes, inflamacién aguda y
de regeneracion hepatica.”

ROS Homeostéatica ROS
generador eliminacion
Citrocromo s Otros Otros : Vitamina
P450 o 22 recursos antioxidante: C/IE
* Enzimas
*OH ROO- Proteinas
ROOH RO Aminoacidos
HOCI ONOO
Lipoxigenasa Oxidasa GSH T T CAT
Cadena de transporte NADPH GSH-Px SOD
de electrones
mitocondriales

Figura 1: La reaccion-reduccion hemostatica en el higado.

Adaptado de: Li S, et al.®0
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Figura 2: Espectro de la enfermedad del higado graso no alcohdlico. Riesgos estimados de progresion a carcinoma hepatocelular y esteatohe-

patitis no alcohdlica.
CHC = carcinoma hepatocelular. NASH = esteatohepatitis no alcohdlica.

ESTADOS PROINFLAMATORIOS

Y FIBROGENESIS INDUCIDA

POR LIPOTOXICIDAD EN
ESTEATOHEPATITISNOALCOHOLICA

La esteatohepatitis no alcohdlica, es la enferme-
dad hepédtica mas frecuente en el mundo y ac-
tualmente existe una tendencia en el incremento
de trasplante hepatico por cirrosis.” Incrementa
el espectro de dano convirtiendo la esteatosis
hepatica simple (NAFL, por sus siglas en inglés),
sin evidencia de inflamacién, en un patrén
de fibrosis progresiva llamada esteatohepatitis
(NASH). Es asociada directamente con resistencia
a la insulina, obesidad, diabetes y dislipidemia,
y se considera la principal manifestacién hepé-
tica del sindrome metabdlico.'%'" Tiene una
prevalencia global de 59.1%'? por diagnéstico a
través de biopsia hepética, que aumenta a 95%
en pacientes con obesidad mérbida."*"° La en-
fermedad es asintomética y de lenta progresion,
con avance entre cada grado de fibrosis por cada
7.1 anos en pacientes con esteatohepatitis y 14.3
en pacientes con esteatosis simple, de los cuales
23% progresan a fibrosis y cirrosis,'® y hasta 7.6%
pueden desarrollar carcinoma hepatocelular'”
(Figura 2). En el continente americano, existe una
correlacién directa entre obesidad y enfermedad

por higado graso no alcohélico (NAFLD, por sus
siglas en inglés), con una prevalencia de 80%
en pacientes obesos.'® Un estudio transversal
realizado en 2012 encontré una tasa de preva-
lencia de 84.1% de NAFLD diagnosticada por
ultrasonido en pacientes menores de 60 afos
con sindrome metabélico' (Figura 3).

La esteatohepatitis no alcohdlica es el resul-
tado de la suma de eventos y factores de riesgo
que inician con el aumento de la concentracién
de 4cidos grasos libres en la circulacién portal
debido a la sobrealimentacién de los pacientes
con obesidad, la cual produce un aumento de
triglicéridos en hepatocitos y gluconeogénesis.
La expansion del tejido adiposo aumenta la
produccién de adipocinas, la sintesis de citocinas
proinflamatorias como la proteina quimiotactica
de monocitos 1 (MCP1), IL-6 e IL-8, disminuye
los niveles de adiponectina, una adipocina con-
trarreguladora estimulada por la acumulacion
de lipidos en tejido adiposo e higado, también
aumentan las concentraciones de leptina circu-
lante, promoviendo fibrogénesis por estimulacion
de células estelares. Por otro lado, las células de
Kupffer producen proll-1B, IL-12 y TNF-q, las
cuales se suman a la liberacién de lipopolisaca-
ridos (LPS) provenientes del microbioma intes-
tinal y los inflamosomas, que se definen como
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Adaptado de: Li S, et al.%0

Figura 3: Esquema de mecanismos generales de estrés oxidativo inducido por maltiples factores en enfermedad

hepatica.

complejos proteicos que actlian como sensores
y mediadores de inflamacién relacionados con
patrones de secuencias especificas de diferentes
patégenos o patrones de dano, como lo son los
PAMPs y DAMPs. Estos activan receptores tipo
Toll-4 (TLR4) en el higado, incrementando la
sintesis de caspasa 1 (Cas1) e induciendo asi la
maduracion de citocinas proinflamatorias IL-1f e
IL-8. La produccién de factores proinflamatorios
por las plaquetas y células de Kupffer estimula a
las células estelares, o células de Ito, en el espacio
de Disse para proliferar y transformarse en mio-
fibroblastos. Posteriormente, las células estelares
“activadas” se autoestimulan para incrementar
la produccién de TGF-B y TNF-a, activando por
via paracrina a las células estelares adyacentes,
perpetuando la fibrogénesis, aun cuando el dafo
inicial ha cesado. El resultado es inflamacién
persistente, fibrosis y apoptosis de los hepatocitos,
mediados por un interrelacionado proceso de
lipotoxicidad, reclutamiento de citocinas, disfun-
cién mitocondrial y estrés oxidativo?” (Figura 4).

ESTRES OXIDATIVO Y DANO
AL ADN EN NASH

El estrés oxidativo también produce alteraciones
epigenéticas al ADN mitocondrial y nuclear.

En condiciones normales, el dafio oxidativo a
los nucledsidos mantiene un balance entre la
oxidacién del ADN y su reparacion. Pero en
condiciones de alto estrés oxidativo, el dafo es
irreversible y la concentracion tisular de ADN
danado aumenta. Este desequilibrio tiene una
asociacion positiva con el proceso de enveje-
cimiento, carcinogénesis y NASH. El principal
producto del dafio al ADN por estrés oxidativo
es 8-hidroxi-desoxi-guanosina (8-OHdC), el cual
ha sido descrito como un biomarcador temprano
de dao tisular. Takahashi y colaboradores®' exa-
minaron, a través de inmunohistoquimica, estrés
oxidativo hepatocelular en muestras de higado
sano y con NASH. La proporcién de 8-OHdG
hepatocelular fue superior en las biopsias he-
paticas con NASH que en las normales (NASH
contra control 64 vs 37%, respectivamente, p <
0.05). No encontraron correlacién entre la ex-
presion de 8-OHAG y los hallazgos histolégicos
de esteatosis, necroinflamacion, abombamiento
o fibrosis, lo que se traduce en la posibilidad de
esteatohepatitis, incluso en biopsias reportadas
como normales; en este estudio, encontraron
también una asociacion positiva entre la ex-
presion nuclear de Nrf2 con los niveles hepato-
celulares de 8-OHdG en pacientes con NASH
(r: 0.65, p < 0.01).22
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PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO
EN LA FISIOPATOLOGIADE LA
ESTEATOHEPATITISNOALCOHOLICA

Todo lo que se sabe sobre la fisiopatologia
de NASH ha permitido formular la teoria de
“multiple hits”, en la que los factores dieté-
ticos, genéticos y epigenéticos, sumados a la
obesidad, derivan en elevacion de los niveles
séricos de acidos grasos libres y colesterol, desa-
rrollando resistencia a la insulina, proliferacion
de los adipocitos y cambios en el microbioma
intestinal. La resistencia a la insulina en tejidos
empeora la disfuncién de los adipocitos, induce
lipdlisis y promueve la liberacion de adipocinas
y citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6;
lo cual contribuye al mantenimiento del estado
de insulinorresistencia. En el higado, el aumen-
to de 4cidos grasos libres y los cambios en el
microbioma provocan aumento en la sintesis y
acumulacion de triglicéridos, junto con disfun-
cién mitocondrial por el incremento del estrés
oxidativo y la produccién de radicales libres
de oxigeno, lo que promueve la inflamacién
hepdtica. Otro factor importante relacionado
es el eje intestino-higado. Algunos estudios han
demostrado que el consumo de dietas altas en
grasas deteriora la barrera intestinal. El aumento
de permeabilidad del intestino delgado permite
la traslocacién de moléculas que contribuyen
a la activacién del inflamosoma e incrementa
el estrés del reticulo endoplasmico.?' El higado
graso muestra elevacion en la susceptibilidad

Normal

1er “Hit” (NAFL)

1 Resistencia a la insulina

1 Afluencia de FFA

| Oxidacion de FFA

| Exportacion de triglicéridos
| Adiponectina

15

ante la peroxidacion lipidica con incremento de
especies reactivas de oxigeno como respuesta,
causando mutaciones en el ADN. Aunado a
esto, algunos factores genéticos juegan un papel
en la patogenia. Las variaciones en proteinas
como la adiponutrina (PNPLA3) y la superfami-
lia 2 transmembranal 6 (TM6SF2) se han visto
implicadas en las alteraciones en metabolismo
lipidico y el aumento de la esteatosis hepatica.
El higado de pacientes con obesidad es mas
susceptible a la carcinogénesis como resultado
de dano de la producciéon de ATP, sumado a
un mecanismo de apoptosis defectuoso y des-
regulacion energética y/o balance hormonal,
hipoxia e inflamacién sistémica.

Ambos, el estrés del reticulo endoplasmico
y la disfuncién mitocondrial, generan apoptosis
y fibrosis, procesos que provocan el desarrollo
de esteatosis hepatica y NASH. El deterioro
en la funcion autofagica puede ser un factor
causal en el desarrollo de hepatocarcinoma en
pacientes con esteatohepatitis no alcohélica.
En condiciones normales, funciona como un
mecanismo de muerte celular y también es un
mecanismo de adaptacién al dafio. Asimismo,
la autofagia controla el rompimiento de lipidos
contenidos en los depdsitos hepatocelulares;
debido a esto, su deterioro puede causar es-
teatosis hepatica e incapacidad de inhibir el
crecimiento de células tumorales.?*

En la via de senalizacion del estrés oxidativo
se ven envueltas algunas proteinas como: la
inositol-requiring enzyme 1a (IRETa), las cina-

» Esteatosis ——— > Inflamacion y fibrosis

2° “Hit” oxidacion incompleta de FFA
1 Estrés oxidativo (hierro, CYP2E1)
1 Lipoapoptosis de hepatocitos

1 IL-1B, IL-6, TNFo, leptina

Cirrosis, CHC

Colangiocito (= célula progenitora fibrogénica) proliferacion

Adaptado de: Schuppan D, et al.?

Figura 4: Mecanismos patogénicos durante la progresion a esteatosis hepatica y esteatohepatitis no alcohélica.
Abreviaturas: NAFL = esteatosis hepatica simple; CHC = carcinoma hepatocelular. FFA = acidos grasos libres.
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sas de ARN vy el reticulo endoplasmico (PKR y
PERK, por sus siglas en inglés, respectivamente),
asi como el factor activado de transcripcién 6a
(ATF6a, por sus siglas en inglés). Cuando estas
moléculas detectan niveles elevados de estrés en
el reticulo endoplasmico, activan mecanismos
compensadores mediados por proteinas. El es-
trés puede desencadenar la cascada de muerte
celular. Ademas, el estrés crénico en el reticulo
endopldsmico produce mas especies reactivas
de oxigeno que disparan la inflamacion del
hepatocito a través del factor nuclear kf (NF-kf)
y las vias de la cinasa Jun-N terminal (INK).?!4

DOBLE PAPELDEL COMPLEJO KEAP1/
NRF2EN CARCINOGENESISHEPATICA

Nrf2 participa en varias funciones biolégicas,
tales como: metabolismo y regulacién de la
respuesta a xenobidticos, autofagia y apoptosis,
sintesis de pentosas y generaciéon de NADPH,
mantenimiento del equilibrio Redox, lipogé-
nesis, sintesis de colesterol, gluconeogénesis,
glucdlisis, oxidacion y degradacion de acidos
grasos. También tiene un papel fundamental
como factor de transcripcién citoprotector por
la activacion de la respuesta celular antioxidan-
te, considerandose asi el mecanismo principal
para la supervivencia de la célula y supresora
de tumores. Sin embargo, muchos estudios
senalan que puede promover no sélo la super-
vivencia normal de la célula, sino de las células
tumorales también, resultando en la progresion
de enfermedad neoplasica. La hiperactivacion
de Nrf2 también protege a la célula tumoral de
estrés oxidativo, quimioterapia y radioterapia.
En condiciones fisioldgicas, la via de Nrf2 se
estimula con la elevacion de estrés oxidativo y
es inhibida en cuanto el estimulo desaparece;
pero en condiciones patoldgicas, la regulacion
de Nrf2 se altera, haciendo a la célula vulne-
rable ante el dafno. Estudios experimentales
en ratones sin Nrf2 muestran incremento en
la incidencia de neoplasmas y metastasis con
exposicion a humo de tabaco, pentaclorofenol
y paracetamol como estimulos oncogénicos.”

Por otro lado, se han encontrado mdiltiples
mutaciones genéticas asociadas con la disrup-
cién de la via de senalizacion que promueven
la progresion de carcinoma hepatocelular.
En un estudio de muestras de 87 pacientes

diagnosticados con carcinoma hepatocelular
se encontraron mutaciones recurrentes en
8% de los genes que transcriben para KEAP1.
Otras mutaciones asociadas son TP53 en 18%,
CTNNB1 en 10%, C160rf62 en 8%, MLL4 en 7
y 5% en el gen RAC2.7°2° Respecto a Nrf2, un
estudio identifico la mutacién NFE212 en 6.4%
de un grupo de 125 pacientes con carcinoma
hepatocelular.?”

Un estudio de cohorte de 107 pacientes
con hepatocarcinoma seguido a seis afios
encontré que la reduccién en la expresion de
KEAP1 en el citoplasma del hepatocito y so-
breexpresion nuclear de Nrf2 (Nrf2+/KEAP1-)
se asocia con una mayor recurrencia y peor
prondstico con s6lo 40% de supervivencia libre
de enfermedad a 80 meses de tratamiento con
reseccion hepatica.?%2?

CONCLUSIONES

El estrés oxidativo juega un papel fundamental
en la fisiopatologia de la fibrosis, cirrosis y car-
cinogénesis en el higado. Nrf2 tiene un doble
papel; por un lado, funciona como un citopro-
tector principal regulando la sintesis de enzimas
antioxidantes; por otro lado, la sobreexpresion
protege no sélo células sanas, sino células tumo-
rales también del ataque de radicales libres de
oxigeno, favoreciendo el crecimiento tumoral,
recurrencia, asi como quimio y radio resisten-
cia, siendo esta dualidad objeto de estudio,
para la fisiopatologia de otras enfermedades
hepéticas y como pieza fundamental para el
diagnéstico, prondstico y tratamiento a nivel
molecular de NASH y su progresion.
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