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El daño hepático provocado por el fenómeno de isquemia y reperfusion (I/R) engloba un conjunto de procesos que culminan con la lesión hepatocelular y puede favorecer la aparición de fallo hepático primario hasta en un 10% de los casos después del trasplante. Además, la lesión por I/R contribuye a la escasez de órganos disponibles para el trasplante debido a la elevada susceptibilidad de los hígados marginales  a la misma, como los hígados esteatóticos 1. Esto hace que el desarrollo de nuevas terapias para evitar o disminuir la lesión por I/R sea de crucial importancia. En los últimos años ha habido un importante avance en el conocimiento de los mecanismos celulares responsables de la lesión por I/R. 
Cascadas celulares

En la lesión por I/R hepática actúan una serie de factores que desencadenan la aparición de determinados procesos celulares cuyo fin lleva al fallo hepático (Figura 1). Hoy es bien conocido que la activación de las células de Kupffer, leucocitos polimorfonucleares (PMN), células endoteliales (CE) y los radicales libres de oxígeno (RLO) son factores críticos en la patogénesis de la lesión por I/R 2. La consecuencia final de estos procesos es la alteración tisular que provoca la disfunción hepatocelular.  Los cambios histopatológicos que aparecen en el hígado isquémico después de la reperfusión incluyen el abultamiento celular, vacuolización, separación de las CE e infiltración por PMN. Después de la perfusión ocurren importantes cambios en la microcirculación, alcanzando niveles máximos a las 48 horas de la misma. En los órganos viables que se recuperan tras la I/R, estos cambios remiten y comienza la normalización de la arquitectura hepática que se alcanzará a las dos semanas 3. Las células “no parenquimatosas” (Kupffer, CE y células de Ito) son más susceptibles a la lesión por I/R debida al enfriamiento en comparación con los hepatocitos. De hecho, la apoptosis de las CE y los fenómenos de necrosis coagulativa se incrementan después de la preservación fría seguida de reperfusión en injertos hepáticos 4, y son más evidentes conforme aumenta el tiempo de preservación.

Mecanismos de Muerte Celular Durante la Reoxigenacion
Los fenómenos de apoptosis y necrosis que ocurren tras la lesión por I/R son determinados por la excesiva producción de RLO intracelulares. La apoptosis depende de la disponibilidad de ATP por parte de la célula, por lo que la reoxigenación puede potenciar la apoptosis al restaurar la energía celular. El gen Bcl-2 inhibe la producción de H2O2 y su expresión permite a la célula adaptarse a excesiva producción de RLO 5. El factor de transcripción NF-(B estimula la apoptosis al suprimir la expresión del gen Bcl-2 durante la hipoxia 6. Los genes Bax y p53 son inducidos en algunos tipos celulares que presentan fenómenos apoptóticos después de la hipoxia. De hecho, la proteina Bax pasa a la mitocondria durante la reoxigenación y desencadena la muerte celular. La mitocondria están directamente relacionada en la apoptosis que aparece tras la hipoxia debido a que incrementa la producción de RLO y citocromo C. La apoptosis tras la reoxigenación está también asociada con la activación de caspasas 3 y 9. La inhibición de dichas caspasas y la expresión de Bcl-2 inhiben la apoptosis 7. 

La inhibición de la apoptosis debido a la falta de energía debida a la depleción de ATP puede predisponer a la necrosis, y ambos mecanismos de muerte celular suelen aparecer a la vez. Por otro lado, las células pueden sufrir necrosis tras la reoxigenación ya que los fenómenos de necrosis están también relacionados con el incremento de RLO 7. 
Lesión de Células Endoteliales Sinusoidales Durante la Preservacion Hepatica

La primera consecuencia de la lesión por I/R es la anoxia tisular que altera el metabolismo energético intracelular y la función enzimática, resultando en la depleción de ATP, acumulación intracelular de sodio y edema celular. El estado energético de la célula durante la reperfusión es importante para determinar la recuperación celular. La reperfusión puede recuperar la célula pero también induce daño a la misma empezando por las alteraciones en la microcirculación, manifestadas por la adhesión de los glóbulos rojos, linfocitos PMN y las plaquetas a las CE y la congestión sinusoidal. La respuesta del endotelio hepático a la lesión por I/R es un factor causal importante, siendo las CE las que peor toleran el fenómeno de I/R de todas las células hepáticas no parenquimatosas.

La hipotermia durante la preservación fría causa cambios morfológicos en algunas células endoteliales que se vuelven redondas, se separan entre sí y se desprenden a la luz sinusoidal. Algunas proteasas parecen jugar un papel importante como mediadoras de los cambios endoteliales durante la hipotermia, por ejemplo las matriz-metaloproteinasas (gelatinasas). De hecho, la lesión por I/R en las células endoteliales es un proceso activo, en el que están involucrados factores angiogénicos y proteasas que promueven la digestión de la matriz de tejido conectivo. Uno de sus principales componentes, la fibronectina, es la molécula que facilita la unión del colágeno a las integrinas presentes en la membrana de las células endoteliales 8,9.

Durante las fases iniciales de la reperfusión, la apoptosis de las células endoteliales puede también representar el principal mecanismo lesivo. Las moléculas que unen las CE entre sí, así como a la matriz perisinusoidal, desempeñan una importante función en la viabilidad celular. Sin embargo, otras moléculas pueden inducir la apoptosis de las células endoteliales como los RLO, TNF-(, la elevación de la concentración de calcio citoplasmático, calpainas, caspasas, derivados de la esfingosina, protein-kinasas activadoras de la mitosis (MAPK) y productos derivados de los leucocitos y plaquetas 10.  

Respuesta de los Neutrófilos Durante la Reperfusion: las Moléculas de Adhesión 
Las CE son activadas durante la I/R y expresan una serie de moléculas de adhesión en su superficie y moléculas de histocompatibilidad (MHC), favoreciendo la interacción del endotelio con los linfocitos PMN. De hecho, la adhesión inicial de los PMN en los sinusoides precisa de la expresión de selectinas en las CE y de su interacción con los receptores de los PMN. En las CE hepáticas, la P- y E-selectina así como ICAM-1 y VCAM-1 pueden ser reguladas transcripcionalmente 11. Además, la consecuente activación de (1 y (2 integrinas en los PMN mediante factores quimiotácticos provoca la firme adhesión de los PMN a la superficie de las CE. El severo daño vascular durante la reperfusión también induce la agregación plaquetaria, cuya adherencia a las CE se produce a través de un mecanismo selectin-dependiente 12. De hecho, los PMN pueden adherirse a las plaquetes de igual forma que a las CE. La acumulación y activación de los PMN exacerba las alteraciones de la microcirculación y finalmente provoca la extravasación y migración de los mismos. Una vez que se produce la extravasación de los PMN, éstos ejercen su indudable acción destructora tisular, elaborando enzimas tóxicas como elastasas, serin-proteasas y metaloproteinasas, y también RLO. La lesión hepatocitaria inducida por los PMN se desarrolla tras la adhesión de las dos células mediante (2 integrinas y ICAM-1 que son expresadas en la membrana de los hepatocitos 13. El incremento en la expresión de ICAM-1 es inducido por varias citokinas proinflamatorias como TNF-( e IL-1, lo cual explica la elevada expresión de ICAM-1 en el tejido hepático durante los fenómenos de I/R 14. Anticuerpos anti ICAM-1 han sido utilizados para disminuir la intensidad de la lesión por I/R hepática después del trasplante en modelos animales 15. El bloqueo mediante anticuerpos de la interacción entre la P-selectina y los PMN también disminuye significativamente la infiltración hepática por PMN y  la severidad de las lesiones histológicas durante la I/R 16.
Papel de las Células de Kupffer


Otra de las células hepáticas no parenquimatosas involucrada en la lesión por I/R es la célula de Kupffer, un macrófago residente en el espacio sinusoidal hepático, que parece ser relativamente resistente a la isquemia y que es activado durante la reperfusión. Una vez activado, produce una serie de factores, incluyendo citoquinas pro-inflamatorias (PGs, PAF, IL-1, TNF-(, IL-6, IFN-() y RLO. Todos ellos, actúan como citotoxinas en las hepatocitos y las CE, inducen cambios en los receptores de membrana de hepatocitos, CE y PMN, activan otras células de Kupffer y PMN y pueden inducir gradientes quimiotácticos para los PMN 17.  Además, las células de Kupffer son encargadas de la eliminación de los restos de la apoptosis de las CE adyacentes 4.

Papel de los Linfocitos T

Se ha postulado que la isquemia prolongada favorece la aparición de la respuesta inmune contra el injerto por los linfocitos T. De hecho, cada vez existe mayor evidencia de la imporatncia de las células T en la mediación del daño hepático producido por la lesión por I/R tanto a corto como a largo plazo, lo cual explicaría cómo la lesión por I/R contribuye a una pobre función tardía del injerto 18. El papel de los linfocitos en la lesión por I/R hepática es multifactorial. La demostración de que la inmunosupresión sistémica (CsA, FK506) disminuye la lesión hepatocelular tras la I/R implica la participación de los linfocitos T en la misma 19. Esto ha sido comprobado en ratones deficientes a células T y en otros modelos experimentales en los que el tratamiento con el agente FTY720 previno la lesión por I/R hepática mediante la masiva redistribución de los linfocitos T circulantes desde la sangre a los gánglios linfáticos 20. La adhesión de los linfocitos T a los sinusoides hepáticos se produce de forma temprana durante la reperfusión y deteriora la función hepática después de tiempos de isquemia fría prolongados 21. Los linfocitos T CD4+ circulantes pueden actuar como mediadores celulares del reclutamiento de PMN durante la lesión por I/R 22. Además, el efecto protector de la IL-10 en modelos de I/R no sólo es debido a la inhibición de la producción de citoquinas por las células de Kupffer sino también a la inhibición de los linfocitos T 23. Todo esto hace pensar que los linfocitos T ejercen un importante papel durante la lesión por I/R. Sin embargo, se desconoce cómo los linfocitos T son activados durante la I/R puesto que a priori es un acontecimiento antígeno independiente. Las CE expresan moléculas necesarias para la presentación antigénica (CD80/CD86, CD40) y pueden funcionar como células presentadoras de antígenos para los linfocitos T CD4+ y CD8+ 24. Además, los linfocitos T que infiltran el hígado expresan citoquinas y moléculas de adhesión que pueden incrementar la adhesión de los mismos a las CE. Puesto que el hígado está involucrado en la eliminación de antígenos y productos tóxicos que provienen del tracto gastrointestinal, es posible que las CE de los sinusoides presenten antígenos extraños y activen a los linfocitos T durante la lesión por I/R. De hecho, se ha confirmado que las vías de estimulación de linfocitos T, CD28-B7 y CD154-CD40, son importantes en el mecanismo de lesión por I/R hepática 25.
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Figura 1. Participación celular durante la lesión por I/R hepática.  

Los radicales libres de oxígeno (RLO) generados durante la fase aguda de la lesión por I/R inician una cascada inflamatoria que da lugar a una fase de respuesta subaguda, caracterizada por la infiltración y activación de los linfocitos PMN en el parénquima hepático poco después de la reperfusión. La activación de las células de Kupffer y de los linfocitos T promueve el reclutamiento de los PMN, favorecido por el incremento en la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1 en las células endoteliales. Las células de Kupffer y los linfocitos T activados segregan una serie de citoquinas capaces de estimular a dichas células entre sí, lo que amplifica la destrucción tisular. 
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