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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

A431 Línea celular humana de carcinoma epidérmico

AA  Ácido araquidónico

cAMP Adenosín monofosfato cíclico

ATP  Adenosín trifosfato

BL41-E95A Línea celular de linfoma de Burkkit 

BLT1/BLT2 Receptores de membrana 1 y 2 del LTB4

C5a  Complemento C5a

CC-1 Línea celular de hepatocitos de rata 

CCl4  Tetracloruro de carbono

CHO Línea celular de ovario de hamster chino

COS Línea de células renales de mono

COX  Ciclooxigenasa 

CRL-2192 Línea celular de macrófagos alveolares de rata 

Cys-LT1/Cys-LT2 Receptores de membrana 1 y 2 de los cisteinil-LTs

DNA  Ácido desoxirribonucleico

cDNA  Ácido desoxirribonucleico complementario

DMSO  Dimetilsulfóxido

EET  Ácido epoxieicosatrienoico

ERK Extracellular signal-regulated kinase

fMLP N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin

FLAP Proteína activadora de la 5-lipooxigenasa

GGL -glutamil leucotrienasa 

GGT -glutamil transpeptidasa

GM-CSF Factor estimulador del crecimiento de colonias de 

granulocitos/macrófagos

HEK 293 Linea de células renales embrionarias humanas 

HETE  Ácido hidroxieicosatetraenoico

HL60 Línea celular humana de leucemia promielocítica

HODE  Ácido hidroxioctadecadienoico

HPETE  Ácido hidroxieicosatetraenoico

HPODE Ácido hidroperoxioctadecadienoico

HSC  Células hepáticas estrelladas

HUVEC Células endoteliales humanas del cordón umbilical

IC50 Concentración de fármaco que inhibe al 50%
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ABREVIATURAS

IL  Interleuquina

INF  Interferón 

JAK/STAT Janus kinase/signal transducers and activators of transcription

kDa  kiloDalton 

LDL Lipoproteínas de baja densidad 

LO  Lipooxigenasa

LPS  Lipopolisacárido

LT  Leucotrieno 

LX  Lipoxina 

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MBD Dipeptidasa ligada a membrana

M-CSF Factor estimulador del crecimiento de colonias de macrófagos

MGSTs  Glutatión S-transferasas microsomales

MK, MAPKAP quinasa Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase

MM6 (Mono Mac 6) Línea celular de monocitos humanos

MMP-2 Metaloproteinasa 2, gelatinasa A 

NIH-3T3 Línea celular de fibroblastos de ratón 

NLS Secuencias de localización nuclear 

NPC Células hepáticas no parenquimales

NO  Óxido nítrico

PIIINP Amino-terminal propeptide of type III procollagen

PICP  Procolágeno tipo I

PAF Factor activador de plaquetas

PC  Fosfatidilcolina 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

PG  Prostaglandina

PhGPx Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

PI3K/Akt Fosfatidilinositol 3-quinasa/serina-treonina proteín quinasa 

PKA  Proteína quinasa A

PKC  Proteína quinasa C

cPLA2  Fosfolipasa A2 citosólica 

PMA  Forbol-miristato-acetato

PMN  Leucocitos polimorfonucleares

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor

RAW  Línea celular de macrófagos murinos

RBL-2H3 Línea celular de leucemia basofílica/mastocitaria humana
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ABREVIATURAS

RNA  Ácido ribonucleico

mRNA  Ácido ribonucleico mensajero

RT  Retrotranscripción 

SEC Células endoteliales de los sinusoides hepáticos 

SRS-A Slow reacting substance of anaphylaxis

TGF Transforming growth factor

P-1 Línea celular humana de leucemia monocítica

TIMP-1 Tissue inhibitor of metalloproteinases I 

F Factor de necrosis tumoral

TX  Tromboxano

U937 Línea celular humana de histiocitos

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 
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I. Metabolismo del ácido araquidónico. Lipooxigenasas

1. Introducción al metabolismo del ácido araquidónico

Los eicosanoides (del griego eicosa = “veinte”) engloban toda una serie de mediadores

lipídicos derivados del ácido araquidónico (AA), ácido graso poliinsaturado de 20 átomos 

de carbono. Entre ellos se encuentran compuestos de potente actividad biológica como las

prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), prostaciclina, leucotrienos (LTs) y lipoxinas. 

El AA es el precursor de eicosanoides más abundante en el ser humano, se ingiere en la

dieta o se deriva de la metabolización de dos ácidos grasos esenciales de 18 átomos de 

carbono, el ácido linoleico y el ácido -linolénico. El AA se almacena formando parte de 

los glicerofosfolípidos de membrana, esterificado principalmente en la posición sn-2 y se

libera junto al lisofosfolípido correspondiente en respuesta a distintos estímulos físicos, 

químicos o mecánicos que pueden variar de un tipo celular a otro (1). En respuesta a estos 

estímulos se activan varias fosfolipasas en concreto, la fosfolipasa A2 (PLA2) (2) que libera 

el AA de las membranas celulares. De entre las diferentes isoformas existentes de esta 

enzima, la PLA2 citosólica (cPLA2) (grupo IV) es la que está principalmente involucrada 

en la liberación de AA (3). La concentración de AA libre intracelular en estado de reposo 

es muy baja y está controlada parcialmente por dos actividades enzimáticas que lo 

reincorporan a los lípidos de membrana: la araquidonil-CoA sintasa y la araquidonil-CoA 

transferasa. La primera realiza la esterificación del ácido graso con el coenzima-A y la 

segunda añade el éster CoA a la posición sn-2 de un lisofosfolípido que suele ser la 

lisofosfatidilcolina o el lisofosfatidilinositol (1,4). Sin embargo, las características

moleculares del AA y en particular la presencia de cuatro dobles enlaces en posición cis lo 

hacen susceptible de reaccionar con la molécula de oxígeno. Esto puede ocurrir de manera 
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no enzimática, contribuyendo al estrés oxidativo mediante la formación de isoprostanos, o 

a través de la acción de tres tipos de oxigenasas: las ciclooxigenasas (COX) que dan lugar 

a compuestos como las PGs y los TXs, la lipooxigenasas (LO) que dan lugar a los ácidos 

hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) y a los LTs y las epoxigenasas o citocromos P450 que

originan ácidos epoxieicosatrienóicos (EETs) e isómeros de los HETEs (ver Figura 1).

Estas diferentes vías de señalización celular se encuentran distribuidas de forma variable

entre los diferentes tipos celulares y se activan en respuesta a estímulos de naturaleza 

variada transformando el AA a eicosanoides, metabolitos que ejercen potentes acciones

biológicas muy localizadas y de amplio espectro.

Ácido Araquidónico
COOH

Isoprostanos

PGE2 LTC4

OH

COOH
O

HO O

OH

HO
OH

COOH

8-epi-PGF2

COOH

OH

TxB2 12-HETE

OH

OH

OH

COOH

s

NHCO(CH CHCOOH2)2
NH2

COOH
OH

CONHCHCOOH2

CICLOOXIGENASAS LIPOOXIGENASAS EPOXIGENASAS

RADICALES LIBRES

Fosfolípidos de membrana

20-HETE

COOH

OH O

O

OH

14,15-(cis)-EET

COX-1, COX-2, COX-3 5-LO, 12-LO, 15-LO citocromo P450

Figura 1. Metabolismo del AA.

2. Vía de las lipooxigenasas

Las LOs son una familia de enzimas citosólicas que incorporan una molécula de 

oxígeno en la estructura molecular del AA. La actividad LO fue descrita inicialmente en
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plantas superiores como la soja (Glycine max) de la cual se han llegado a caracterizar hasta 

8 LOs diferentes (5). En humanos existen tres LOs que oxidan el AA a la altura del 

carbono 5 (5-LO), 12 (12-LO) o 15 (15-LO) (Figura 2) formando los correspondientes 

hidroperóxidos lipídicos (HPETEs): 5-HPETE, 12-HPETE y 15-HPETE (1).

12-LO 15-LO 5-LO

5

12 1512-LO

15-LO

5-LO

12-LO
15-LO

5-LO

3 isoformas:
plaquetaria,
leucocitaria y
epidérmica

2 isoformas:
reticulocitaria (15-LO1),
epidérmica (15-LO2)

Requiere una proteina
específica activadora
(FLAP)

s

Ácido Araquidónico
COOH2

3
4

6
7

89

10

11
13

14
16

17
18

19

20

12-HPETE

12-HETE

15-HPETE

15-HETE

5-HPETE 5-HETE

LTA4

LTB4 LTC4

LTD4

LTE4

Cisteinil-LT
+

Lipoxinas

LXA4
LXB4

Figura 2. Biosíntesis de los derivados del AA producidos por la acción de la 5-, 12- y 15-LO.

Tal y como se esquematiza en la Figura 3, la LO cataliza en un primer lugar la eliminación

esteroespecífica del hidrógeno pro-S de uno de los grupos metileno del AA, seguidamente

se produce la isomerización de un doble enlace y la incorporación de una molécula de 

oxígeno formándose un radical peróxido que enseguida captura un protón para dar lugar a

un grupo hidroperóxido. Esta reacción daría lugar a dos posibles esteroisómeros del 

HPETE, la forma S y la forma R, sin embargo las LOs en mamíferos típicamente producen 
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compuestos en configuración S. No ocurre así cuando el AA se oxida por rutas similares

como es la ruta del citocromo P450 dando lugar a mezclas racémicas S/R (1). Los 

hidroperóxidos son altamente inestables y reactivos. Son transformados por una peroxidasa 

a los correspondientes ácidos hidroxieicosatetraenóicos (HETE) que son los primeros 

compuestos derivados de las LOs con actividad biológica. 

O OH

OO

H[ ]
R´ R´

R´ R´

radical peróxido

hidroperóxido

HS

O 2

[ ]H

R´ R´

R´ R´

HR

HR

Figura 3. Formación del hidroperóxido (HPETE). La oxidación del AA, catalizada por la LO, 

implica la separación del hidrógeno de una unidad de 1,4-pentadieno, la adición de O2 y la adición

de nuevo del átomo de hidrógeno.

La nomenclatura tan sencilla de las LOs en mamíferos comporta algunas 

desventajas para el total entendimiento de esta vía debido a: (i) La especificidad posicional 

de la inserción del oxígeno no es absoluta pues depende de la estructura del substrato, 

concentración y pH al cual se realiza la reacción. Así por ejemplo, la 15-LO además puede 

oxigenar el ácido linoléico a nivel del C-13 y oxigenar otros ácidos polienóicos 

esterificados en los fosfolípidos. Además, el AA puede ser oxigenado en más de una 

posición a la vez así, la 15-LO también puede oxigenar a nivel del C-12 produciendo tanto 

15-HETE como 12-HETE en proporción 9:1 (6). (ii) En humanos existen tres isoformas de 
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la 12S-LO y una de reciente caracterización con actividad 12R-LO así como dos isoformas

de la 15-LO que se diferencian entre ellas por sus propiedades enzimáticas y moleculares

(7).

Mientras que las vías de la 12- y 15-LO sólo originan HETEs como compuestos

biológicamente activos, la oxigenación del AA a través de la 5-LO da lugar a importantes

mediadores como el 5-HETE, el LTB4 y los cisteinil-LTs (Figura 2).

En mamíferos se producen también interacciones entre las diferentes LOs (por

ejemplo entre la 12- o la 15-LO y la 5-LO) que dan lugar a un nuevo grupo de eicosanoides

derivados del AA con importantes efectos biológicos: las lipoxinas (LX) (Figura 2) (8,9). La 

interacción entre la COX-2 acetilada por la aspirina con la 5-LO da lugar a epímeros de las

LXs, las 15-epi-LXs (10). Las LXs y 15-epi-LXs muestran efectos opuestos a los LTs y por

ejemplo, se comportan como antagonistas endógenos del efecto pro-inflamatorio del LTB4 e 

inhiben el efecto vasoconstrictor renal del LTD4 (8-11).

2.1. 12-Lipooxigenasa

Existen 3 isoformas de la 12-LO, denominadas según el tipo celular en el que 

fueron inicialmente caracterizadas: plaquetaria, leucocitaria y epidérmica (12). La forma

leucocitaria de la 12-LO en mamíferos se encuentra ampliamente distribuida entre 

diferentes tipos celulares aunque la distribución tisular varia entre especies. Así, en la rata 

esta isoforma es más abundante en la glándula pineal seguida de pulmón, bazo, aorta, 

glándula adrenal, espina dorsal y páncreas. En ratón se encuentra mayoritariamente en 

macrófagos, glándula pineal, pituitaria y en menor grado en bazo, aorta e intestino. En 

conejo parece ser exclusiva de reticulocitos y se coexpresa con la 15-LO1. Es importante

señalar que las isoformas leucocitarias de la 12-LO presentan una elevada homología con 

la 15-LO1 reticulocitaria por lo que también pueden generar cantidades importantes de 15-
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HETE y por lo que también se denominan colectivamente 12/15 LOs (7). Las formas

plaquetaria y epidérmica sólo se expresan en un número limitado de tipos celulares, así en 

humanos del mismo modo que en ratón, la forma plaquetaria se expresa tanto en plaquetas 

como en la epidermis. La forma epidérmica en ratón es característica de queratinocitos

diferenciados de la epidermis así como de los folículos pilosos. En humanos esta actividad 

no ha podido demostrarse pero sí la existencia de un pseudogén en epidermis y folículos 

pilosos (12).

Los principales mediadores lipídicos de la actividad 12-LO, son sus productos 

finales, 12-HPETE muy inestable, y el 12-HETE para el cual se han caracterizado posibles 

receptores específicos en células de Langerhans humanas así como en una linea de 

carcinoma pulmonar (12). Aunque aún se desconoce el papel fisiológico de las 12-LO, 

existen algunos estudios que sugieren un importante papel en la liberación de 

neurotransmisores (13). A nivel fisiopatológico, la deficiencia de la 12-LO plaquetaria se 

asocia con diferentes enfermedades mieloproliferativas (14). También juega un papel 

significativo en la arterioesclerosis participando en la oxidación de las LDL (15,16) y en 

diferentes tipos de cáncer a nivel de la regulación del crecimiento celular y la apoptosis 

(17,18). Además, la actividad 12-LO se asocia a anomalías en el territorio vascular ya que 

tanto los niveles de 12-HETE como los de la 12-LO plaquetaria se encuentran elevados en

pacientes con hipertensión esencial (19). Recientemente se ha caracterizado en

queratinocitos humanos una nueva actividad 12-LO, la 12R-LO que se encuentra 

sobreexpresada en diferentes dermatosis proliferativas como la psoriasis. Hasta su 

descubrimiento, se creía que sólo la actividad citocromo P450 era la responsable de la

síntesis de los productos quirales tales como el 12R-HETE puesto que en mamíferos aún

no se había descrito ninguna actividad R-LO. El descubrimiento ha añadido una potente 

diana terapéutica más para el tratamiento de la psoriasis (20). 
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2.2. 15-Lipooxigenasa 

En humanos se han caracterizado dos isoformas de la 15-LO cuya expresión se

encuentra diferenciada entre tejidos. La 15-LO1 fue descrita originariamente en 

reticulocitos de conejo, pero también se expresa en otros tipos celulares sanguíneos como

neutrófilos, eosinófilos y macrófagos así como en células del epitelio pulmonar (21,22). 

Aunque el substrato óptimo de la 15-LO1 es el ácido linoléico que oxida para dar lugar al 

ácido 13-hidroxioctadecadienoico (13-HODE), no se le ha asociado ninguna actividad 

biológica a este derivado. En cambio, el 15-HETE producido por la oxigenación del AA 

parece estar implicado en el proceso de maduración del reticulocito a eritrocito, así como

en la reacción acrosómica en los espermatozoides y la liberación de prolactina por las 

células de la pituitaria. También se le atribuye un papel fisiopatológico al igual que la 12-

LO en la oxidación de las LDL participado así, en la transformación del macrófago en 

célula espumosa (6). Recientemente, y en un estudio genético con ratones knockout para el 

gen de la 12/15LO, se ha demostrado que esta vía metabólica está implicada en el 

desarrollo del hueso siendo un regulador negativo del pico de densidad mineral ósea en el 

ratón (23). La expresión de la 15-LO2 de reciente caracterización parece estar restringida a 

pulmón, piel, próstata y córnea. Aunque esta nueva 15-LO parece ser específica de ciertos 

tejidos epiteliales, todavía se desconoce su localización celular si bien no se descarta la 

expresión de ambas isoformas tanto en piel como en córnea. Además parece diferenciarse

de la 15-LO1 por tener mayor especificidad para el AA que para el ácido linoléico y oxidar 

casi exclusivamente a nivel del C-15 del AA (24).
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2.3. 5-Lipooxigenasa

La 5-LO es la enzima más importante de la familia y se localiza sobre todo en células

que participan en la respuesta inflamatoria como neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y 

mastocitos. La 5-LO se encuentra en el citosol pero necesita translocarse a la membrana

nuclear para interaccionar con su proteína activadora (FLAP) y poder oxigenar el AA para 

formar el 5-HPETE. Éste a su vez puede ser transformado por la 5-LO a un epóxido 

altamente inestable, el leucotrieno A4 (LTA4) que es el intermediario común de la síntesis 

de LTs. Alternativamente el 5-HPETE puede ser reducido por una glutatión-peroxidasa a 

5-HETE, potente agente quimiotáctico y mitogénico (Figura 4) (25,26). Una vez 

sintetizado, el LTA4, que es un compuesto inestable y altamente reactivo, puede ser 

transformado mediante la LTA4 hidrolasa a LTB4 o bien puede conjugarse con el glutatión 

mediante la actividad de la enzima LTC4 sintasa para dar lugar al LTC4. Por pérdida 

sucesiva de residuos aminoacídicos, el LTC4 se transforma en LTD4 y LTE4, los cuales 

reciben el nombre genérico de péptido-LTs o cisteinil-LTs (Figura 4).

El LTB4 es un potente agente inflamatorio que en neutrófilos estimula la quimiotaxis,

la adhesión celular, la producción de ión superóxido y la liberación de enzimas hidrolíticos

(8,27,28). Por el contrario, los cisteinil-LTs, que originalmente se identificaron como las 

sustancias de reacción lenta liberadas en el curso de las reacciones alérgicas e inmunes

(slow reacting substance of anaphylaxis o SRS-A), son potentes vasoconstrictores que 

incrementan la permeabilidad vascular y la secreción de mucus (8,27,28). 

Ya que la 5-LO constituye el eje troncal de esta tesis, sus características se detallan

en los siguientes apartados de esta introducción. 
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Figura 4. Biosíntesis y papel funcional de los mediadores lipídicos derivados de la actividad 5-LO:

5(S)-HETE y LTs.

II. Características moleculares de la 5-lipooxigenasa

1. El gen de la 5-LO y la regulación de su expresión proteica

El gen de la 5-LO en humanos se encuentra en el cromosoma 10q11.2, está formado

por 14 exones divididos por 13 intrones y abarca una región de aproximadamente 82 kb. 
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Su promotor presenta características de los llamados genes housekeeping pues además de

carecer de las típicas secuencias transcripcionales TATAA y CCAAT (29), es un promotor 

rico en repeticiones G+C y contiene bastantes secuencias consenso de unión a numerosos

factores de transcripción como c-myb, AP-2, NF-kB, Sp1, Sp3 y los factores de 

crecimiento de respuesta temprana Erg-1 y Erg-2. También presenta los lugares de unión al 

receptor  del retinoico Z (RZR ) y al receptor del retinoico relacionado al receptor 

huérfano  (ROR ). Hasta la fecha no existen muchos estudios que describan las 

consecuencias funcionales de la unión de estos factores de transcripción al promotor de la 

5-LO. De entre la bibliografía más relevante cabe destacar los trabajos sobre los factores

Erg-1 y Sp1 pues podrían ser necesarios para la transcripción basal de la 5-LO (30,31). En 

este sentido, el análisis mutacional de la región en la que se localizan sus elementos de 

respuesta (entre las posiciones –212 y –88 pb con respecto al lugar de inicio de la 

transcripción) muestra la existencia de varias variantes polimórficas tanto en pacientes

asmáticos como en sujetos sanos. Los ensayos de la actividad del promotor a través de 

genes reporteros muestran que la presencia de estas variantes alélicas produce tanto una

disminución en la actividad del gen reportero como una alteración de la unión del factor de 

transcripción a su secuencia en el DNA (30,32). Y lo que es más interesante es la posible 

existencia de un efecto farmacogenético pues en pacientes asmáticos, la presencia en

homocigosis de alguno de los alelos mutantes se asocia significativamente a una menor

respuesta funcional pulmonar al tratamiento con inhibidores de la 5-LO (33). Hasta la 

fecha poco se conoce de los mecanismos implicados en la activación célulo-específica del 

promotor de la 5-LO en respuesta a señales de diferenciación e inflamación. Los estudios 

realizados durante la maduración en las líneas celulares mieloides HL60 y MM6 

demuestran que tanto el TGF  como el calcitriol son inductores muy fuertes de la 5-LO 

tanto a nivel de la expresión del RNA mensajero (mRNA), de la proteína y de la actividad 
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enzimática. Además, en la línea celular granulocítica HL60, el efecto del TGF  sobre la 

expresión proteica se ve incrementado por el TNF  y el factor de crecimiento de 

granulocitos GM-CSF. Éste último también se ha visto que induce la expresión de 5-LO en 

PMN humanos y que incrementa tanto la expresión de 5-LO y FLAP en monocitos

humanos y en la linea celular THP-1 (para una revisión exhaustiva consultar Ref.(34)). 

Recientemente se ha descrito que la regulación de la expresión de la 5-LO puede realizarse 

a través de metilación/desmetilación de los lugares CpG situados en la región rica en G+C 

del promotor. Así, los inductores como la 1,25(OH)2D3 y el TGF  provocan la 

desmetilación de estas regiones y la inducción de expresión de la 5-LO tanto en células 

HL60TB como en células U937 (35).

Como se ha comentado anteriormente, la expresión proteica de la 5-LO está 

prácticamente restringida a células de origen mieloide tales como granulocitos,

monocitos/macrófagos, mastocitos y linfocitos B y coincide con la expresión de FLAP. No 

obstante existen excepciones a esta norma pues aunque las células T expresan FLAP son 

negativas para la expresión de 5-LO. Los eritrocitos, las plaquetas y las células endoteliales

no expresan ni la 5-LO ni la FLAP. Sin embargo, tanto la expresión de 5-LO como de su 

proteína activadora también ha sido detectada en otros tipos celulares no mieloides como

son los queratinocitos humanos diferenciados de la piel (36) y las células de Langerhans

(37) así como en tejidos como el cerebelo y el hipocampo en la rata (38). 

2. Reacciones catalizadas por la 5-LO

La 5-LO es una dioxigenasa que posee dos actividades enzimáticas que acaban por

convertir a su substrato natural, el AA en LTA4 (Figura 4): cataliza la incorporación de 

una molécula de oxígeno al AA (actividad oxigenasa) y la formación después del epóxido 

inestable LTA4 (actividad LTA4 sintasa) (39,40). La 5-LO primero cataliza la abstracción 
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del hidrógeno pro-S en posición C-7 del ácido graso seguida de la inserción del oxígeno 

molecular en la posición C-5 dando lugar al correspondiente hidroperóxido, el 5(S)-

hidroperoxi-6-trans-8, 11, 14-cis-ácido eicosatetraenoico (5-HPETE) compuesto inestable 

y altamente reactivo. En la subsecuente conversión del 5-HPETE a LTA4 interviene la 

abstracción del hidrógeno pro-R del C-10 y el desplazamiento alílico del radical al C-6 

para dar lugar al ácido 5, 6 epoxi-eicosatetraenoico o también LTA4. De forma alternativa

el 5-HPETE puede ser reducido por una glutatión-peroxidasa a 5-HETE que como ya se ha 

comentado anteriormente en el capítulo I (2.3), es el primer derivado de esta vía 

biosintética con actividad biológica bien reconocida. In vitro, la formación relativa de 

LTA4 versus 5-HETE a partir de 5-HPETE depende de varios factores entre los que

destacan las concentraciones relativas de AA y 5-HPETE libres, la asociación a membrana,

la cantidad de 5-LO y la presencia de FLAP (34,41-43). 

Como otras LOs, la actividad hidroperoxidasa de la 5-LO depende de un agente 

reductor. Se sabe que la 5-LO posee en el lugar de catálisis una molécula de hierro que 

actúa como aceptor o donador de electrones durante la catálisis y en la primera reacción, la 

forma ferrosa de la 5-LO (Fe2+) reacciona con el hidroperóxido lipídico para formar la 

forma férrica activa de la 5-LO (Fe3+). Se reestablece la forma ferrosa de la 5-LO al utilizar

un agente reductor como puede ser N-hidroxiureas e hidroxibezofuranos. Los compuestos

que sirven como agentes reductores de esta actividad hidroperoxidasa inhiben la actividad

oxigenasa de la 5-LO. 

3. Factores estimuladores de la actividad enzimática de la 5-LO

3.1. Calcio (Ca2+)

En los primeros estudios realizados en células intactas se demostró que la 

incubación con ionóforos de Ca2+ producía un aumento en la biosíntesis de eicosanoides 
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derivados de la 5-LO (44,45) lo que ya sugería un papel importante del Ca2+ en la 

activación de esta enzima. Los ensayos in vitro de la actividad de la 5-LO purificada

indican que las concentraciones de Ca2+ necesarias para que se produzca la mitad de la 

activación máxima de la enzima (EC50) oscilan entre 1 y 2 M mientras que la activación 

máxima se produce entre 4 y 10 M (46-48). Sin embargo, para conseguir la activación de

la 5-LO en células intactas, se requieren concentraciones intracelulares mucho más bajas 

(200 nM) (49). El Ca2+ incrementa la hidrofobicidad de la 5-LO y provoca la unión de la

enzima a vesículas de fosfatidilcolina (46,50) además, estimula la translocación de la 5-LO 

hacia el núcleo y promueve su asociación a la membrana nuclear (46,51-53). 

Recientemente se ha caracterizado un posible dominio de unión al Ca2+ en la región N-

terminal de la 5-LO (54) necesario para la activación de la enzima. Actualmente existe el

convencimiento generalizado de que el incremento del Ca2+ intracelular en respuesta a un 

estímulo es un parámetro esencial para la biosíntesis de LTs. Sin embargo, existen algunos 

estudios que indican que la necesidad de Ca2+ para la activación de la 5-LO depende del 

tipo celular estudiado o bien de los niveles intracelulares de AA libre. Así, tanto en

mastocitos como en neutrófilos estimulados únicamente con AA se ha observado que la 

activación de la 5-LO no implica necesariamente un aumento en los niveles de Ca2+

intracelular (55-57). Además, se sabe que de entre otros cationes divalentes (bario,

estroncio, manganeso), el magnesio (Mg2+) puede sustituir al Ca2+ y producir también la

estimulación de la actividad 5-LO aunque de forma no tan eficiente (58). En este sentido y 

dado que en la célula las concentraciones de Mg2+ libre son elevadas (de hasta 1 mM),

estos estudios sugieren un papel importante para este catión en la actividad basal de la 5-

LO en aquellas células no sujetas a ningún estímulo en particular. 

3.2. ATP 
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La actividad catalítica de la 5-LO puede ser estimulada por el ATP y en menor

grado por otros nucleótidos entre los que se incluyen el ADP, AMP, cAMP, CTP y UTP 

(59-61). La estimulación por ATP requiere la presencia de Ca2+ (48,61,62) pero también es

efectiva en presencia de Mg2+ (58,63). La hidrólisis de ATP así como el consumo de

energía o la autofosforilación no parecen ser necesarios para la estimulación de la actividad 

de la 5-LO (60). La concentración intracelular de ATP in vivo se encuentra en el rango 

milimolar por lo que el MgATP2- (la forma mayoritaria de ATP intracelular) parece ser el 

estímulo fisiológico (58). 

3.3. Fosfolípidos

Durante la purificación inicial de la 5-LO a partir de leucocitos humanos se observó 

que su actividad enzimática se veía incrementada en presencia de fracciones de membrana

celular (39,63). Además este efecto estimulador podía ser mimetizado en presencia de 

vesículas lipídicas formadas por fosfatidilcolina (PC) y no por otros fosfolípidos como la 

fosfatidilserina, la fosfatidiletanolamina, el fosfatidilinositol o el diacilglicerol (48). Se ha 

observado que la catálisis tiene lugar en la interfase entre el lípido y el agua que es donde 

la se cree que la 5-LO es activa (64), y que los efectos estimuladores de la PC tienen lugar 

tanto en presencia como en ausencia de Ca2+ (58,63).

3.4. Hidroperóxidos lipídicos

Para que se produzca la catálisis de la 5-LO, el ión ferroso de la forma inactiva de 

la enzima ha de ser oxidado a la forma férrica por un hidroperóxido. De entre varios 

hidroperóxidos, el 5-HPETE, el 12-HPETE y el 13-HPODE son los que principalmente

pueden estimular la actividad de la 5-LO (65). 
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3.5. Proteínas celulares

La 5-LO purificada de varias fuentes celulares es una enzima altamente inestable,

pierde la mitad de su actividad durante 24 h de almacenamiento a 2ºC (66). Esta 

inactivación enzimática parece ser debida a la acción destructora que ejercen los radicales 

libres derivados del oxígeno sobre el lugar activo correspondiente al hierro. De hecho, las 

actividades glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa en presencia de grupos tiol 

consiguen estabilizar la 5-LO purificada (67). In vitro, la presencia únicamente de 5-LO 

purificada, AA, Ca2+ y ATP no es suficiente para producir una activación enzimática

consistente. Durante los estudios de purificación de la 5-LO realizados por Rouzer et al. se 

aislaron a partir de leucocitos tres factores estimuladores no dializables, un componente de

membrana y dos componentes citosólicos (39,68). Hasta la fecha no se conoce la identidad 

de estos componentes, se sabe que el factor asociado a membrana y estable al calor puede 

ser sustituido por vesículas sintéticas de PC (48) y que los factores citosólicos son capaces 

de estimular la actividad de la 5-LO al estabilizar la proteína durante la preincubación (69). 

4. Proteína activadora de la 5-LO (FLAP)

La FLAP es una proteína asociada a membrana de 18 kDa y fue descubierta como 

diana del inhibidor de la biosíntesis de LTs MK886 (70). Se observó que este compuesto 

era capaz de inhibir la biosíntesis de LTs en leucocitos intactos pero incapaz de suprimir la

actividad catalítica de la 5-LO en fracciones celulares. Tanto el cDNA de la rata como el 

humano codifican para una proteína de 161 aminoácidos con tres regiones transmembrana

y dos loops hidrofílicos (71). Es importante destacar que la FLAP y la LTC4 sintasa son 

proteínas muy similares, presentan una identidad del 31% a nivel de su estructura 

aminoacídica y alta homología a nivel de los dominios de unión (72).
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La FLAP se coexpresa junto a la 5-LO en células de origen mieloide como

granulocitos, monocitos/macrófagos y linfocitos B y en general una sobreexpresión de 

FLAP se correlaciona con la sobreexpresión de 5-LO (73,74). Se ha observado que un 

aumento en la biosíntesis de LTs se correlaciona con una sobreexpresión de ambas

proteínas tanto en PMN tratados con GM-CSF (75) como en monocitos expuestos a la 

dexametasona (76), al GM-CSF o a la IL-3 (77). También los eosinófilos procedentes de 

ratas sensibilizadas con ovoalbúmina se encuentra sobreexpresión de las dos proteínas 

(78). Por otro lado, y como se ha comentado en el capítulo I (2.3) existen tipos celulares 

negativos para la 5-LO que expresan la FLAP, entre éstos se encuentran células T 

linfoblastoides, células no diferenciadas MM6 (79) e histiocitos U937 diferenciados por

DMSO (80). Además, en algunos casos el patrón de expresión de FLAP es claramente

diferenciado del de la 5-LO así, en eosinófilos humanos tanto la IL-5 como la

dexametasona incrementan la expresión de FLAP sin alterar la expresión de la 5-LO (78). 

También se ha observado que durante el proceso de maduración de los macrófagos

alveolares existe una inducción de la expresión de la FLAP lo que sugiere que en este tipo 

celular, esta proteína puede actuar como factor limitante de la capacidad de producir un 

incremento en la síntesis de LTs a partir de fuentes endógenas (81). Existen diferentes

evidencias experimentales que indican que la presencia de la FLAP es absolutamente

necesaria para la biosíntesis celular de LTs a partir de fuentes endógenas de AA. En 

concreto, los experimentos de transfección realizados en una línea celular de osteosarcoma 

humano muestran que la síntesis de LTs por inducción con ionóforo A23187 sólo se 

produce cuando las células se cootransfectan con la 5-LO y la FLAP además, el inhibidor 

MK886 es capaz de bloquear esta síntesis. Sin embargo, la células transfectadas 

únicamente con la 5-LO no son capaces de producir LTs (71). Además, los macrófagos

procedentes de ratones deficientes en la FLAP tampoco producen niveles detectables de 
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LTs (82). Sin embargo no parece existir un requerimiento absoluto de la FLAP cuando las 

células se estimulan con AA exógeno (41) de hecho, en estas condiciones experimentales

el MK886 no es capaz de inhibir la síntesis de LTs (81,83,84). No obstante, la FLAP 

podría estar estimulando la utilización de este AA exógeno promoviendo la conversión del 

5-HPETE a LTA4 (41), de hecho se ha encontrado que la FLAP puede unirse al AA y a 

otros ácidos grasos insaturados en cis y que éstos compiten por la unión a la FLAP con 

inhibidores de la actividad 5-LO como el Bay-X-1005 y el MK886 (85,86). Todo ello 

sugiere que la FLAP podría actuar como proteína tranferidora de AA facilitando así, la 

presentación del substrato a la 5-LO y posibilitar la síntesis óptima de LTA4 (41,87). 

Aunque no existe una evidencia directa de la asociación de ambas proteínas, se ha 

propuesto un modelo en el que la FLAP unida al AA forma un heterodímero con la 5-LO 

siendo esta asociación favorecida por un incremento en las concentraciones de Ca2+

intracelular (74). 

5. Localización subcelular de la 5-LO

Durante muchos años se asumió que la biosíntesis de LTs tenía lugar a nivel de la 

membrana plasmática, no sólo por el hecho de que los LTs son secretados 

extracelularmente sino también porque al realizar el fraccionamiento celular de leucocitos

en reposo en fraciones solubles y particuladas se determinó que tanto la PLA2 como la 5-

LO eran proteínas solubles mientras que la FLAP se encontraba asociada a membrana (70) 

y que además, al estimular las células ambas proteínas solubles se translocaban de manera

Ca2+ dependiente a la fracción de membrana (52,88). En estudios posteriores se han 

utilizado técnicas más sofisticadas de fraccionamiento celular y técnicas de microscopía

que han dado a conocer que la translocación de la 5-LO en la célula es un proceso más

complejo que la simple asociación a membrana (89,90). Se ha encontrado que la FLAP es
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una proteína principalmente asociada a la membrana nuclear ya sea tanto en células en 

reposo como en células activadas (91,92) y que además la 5-LO y la PLA2 se translocan a 

este lugar después de la activación celular (91,93). Por lo tanto la síntesis de LTs tiene

lugar a nivel de la membrana nuclear donde la 5-LO soluble una vez a translocado, puede 

metabolizar al AA. Sin embargo, el proceso de movilización de la 5-LO es más

complicado aún ya que recientemente se han encontrado niveles importantes de 5-LO en el

compartimento soluble del núcleo, localización subcelular que además depende del tipo 

celular estudiado. Así, la 5-LO se encuentra principalmente en el citoplasma celular de 

neutrófilos y monocitos circulantes (94). Ocurre del mismo modo en células HL60 

diferenciadas (95), células MM6 (96) y macrófagos peritoneales (91). En macrófagos

alveolares en reposo (94), células de leucemia basofílica de rata (97), mastocitos murinos 

derivados de médula ósea (98) y células de Langerhans humanas (37), la 5-LO se 

encuentra parcialmente o predominantemente en el compartimento soluble del núcleo. Esta 

localización celular también ha sido caracterizada en varias lineas celulares transfectadas

con la 5-LO incluyendo macrófagos RAW, mastocitos derivados de médula ósea, y en 

varias lineas celulares no mieloides como células HEK 293, COS, CHO y NIH-3T3 

(99,100). Aún así, tanto el pool intranuclear de 5-LO como el citosólico se encuentran

asociados a la membrana nuclear después de la estimulación celular (91,93,94). Hasta la 

fecha, se desconoce si 5-LO citosólica se une a la membrana nuclear desde la cara 

citoplasmática o si primero entra al núcleo para asociarse después a la membrana desde la 

cara nuclear (Figura 5).

La translocación al compartimiento soluble del núcleo depende de las secuencias de 

localización nuclear (NLS) y no tiene porqué estar asociada a la síntesis de LTs. Estas 

secuencias se encuentran en proteínas mayores de 50 kDa que han de ser importadas al 

núcleo. Las NLS mejor caracterizadas están formadas por un grupo de aminoácidos
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básicos (arginina o lisina) que es reconocido específicamente por un receptor

citoplasmático denominado importina . Una vez se asocia este receptor a la proteina a ser 

translocada, se une una nueva subunidad proteica, la importina  que será la que facilite la 

asociación del complejo proteico al poro nuclear y la consecuente entrada al núcleo. 

Estudios preliminares determinaron posibles NLS tanto en el extremo N-terminal como en 

el extremo carboxi de la 5-LO (99-102), pero no ha sido hasta la fecha que se han 

identificado con claridad tres regiones básicas a nivel de la Arg518, Arg112 y Lys158

responsables del transporte de la 5-LO al núcleo (103,104).

5-LO

nucleoplasma

FLAP

citoplasma

Estímulo

5-LO

nucleoplasma

FLAP

citoplasma

LTsLTs
5-LO

Figura 5. Localización subcelular de la 5-LO. Existen dos pools de 5-LO soluble en la célula: un pool

intranuclear y un pool citosólico. Dependiendo del tipo celular estudiado un pool puede ser más abundante

que otro. Después de un estímulo celular la 5-LO soluble transloca a la membrana nuclear donde es capaz de

metabolizar el AA a LTs.

El movimiento de la 5-LO citosólica al núcleo es un proceso regulado ya que puede 

verse incrementado por adhesión celular, reclutamiento o citoquinas y, como se ha

comentado anteriormente puede o no estar asociado a síntesis de LTs. Por ejemplo, la 5-

LO citosólica se mueve al núcleo en neutrófilos peritoneales de rata después del

tratamiento in vivo con agentes inflamatorios y también in vitro después de activar los 

neutrófilos por adhesión al vidrio además, la translocación viene acompañada por una 
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mayor capacidad para sintetizar LTs en respuesta al ionóforo (105). De manera similar la 

migración de los monocitos al espacio alveolar y no al peritoneo provoca la redistribución 

reversible de la 5-LO al núcleo lo cual también se acompaña por una mayor capacidad de 

síntesis de LTs (106). Cabe destacar que las concentraciones necesarias de ionóforo para 

producir niveles de LTs similares a los producidos por la 5-LO citosólica son mucho

mayores tanto para los macrófagos alveolares como para los PMNs reclutados (105,107). 

Los estudios de mutagénesis dirigida realizados recientemente en células NIH-3T3 

demuestran que la mutación de las tres NLS presentes en la 5-LO no sólo bloquean la 

translocación al núcleo de esta proteína sino que además reducen en un 90% la síntesis de 

LTB4 (108). Contrariamente a lo que ocurre con los PMNs, los eosinófilos activados por 

adhesión tienen menor capacidad de síntesis de LTs lo que coincide con la imposibilidad

que tienen éstos de translocar la 5-LO intranuclear a la membrana bajo este estímulo (109). 

Sin embargo, los eosinófilos bajo otros estímulos como la interleuquina IL-5 sintetizan 

LTs lo que coincide con la localización nuclear de la 5-LO (78). Los eosinófilos realmente

constituyen un paradigma de la síntesis de LTs ya que además de lo ya comentado

anteriormente, cuando se estimulan con PAF, la 5-LO pasa rápidamente a asociarse a los 

cuerpos lipídicos y esto se correlaciona con una mayor producción tanto de productos

derivados de la 5-LO como de la COX (110).

A diferencia de la translocación nuclear, la asociación de la 5-LO a la membrana

nuclear tiene lugar de forma Ca2+ dependiente y siempre se asocia con la generación de 

LTs. Después de la estimulación celular con distintos agonistas que causan flujos de Ca2+

intracelular, la 5-LO se une a la membrana nuclear. En macrófagos peritoneales

estimulados con ionóforo, la utilización de compuestos quelantes como el EDTA provoca 

la disociación reversible de la 5-LO de la membrana (111). Además de los ionóforos

existen otros estímulos fisiológicos que inducen la asociación a membrana de la 5-LO 
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como el fMLP, el zimosán o el antígeno IgE (56; 111-113). También se ha encontrado en 

PMN depleccionados en adenosina que el AA administrado de forma exógena induce la 

translocación de la 5-LO a la membrana vía un mecanismo de estimulación autocrino

mediado por el LTB4 (56). 

La región de unión al Ca2+ de la 5-LO (residuos 1 a 114) también está implicada en la 

asociación a membrana inducida por ionóforo (114). La PLA2 y la PKC también presentan

dominios C2 de unión a membrana (115,116). Sin embargo, las secuencias NSL también

podrían ser necesarias para la redistribución de la 5-LO inducida por agonistas ya que se ha

observado que el péptido sintético formado por una señal hidrofóbica fusionada con las 

secuencias consenso NSL (residuos 566-577) inhibe la translocación de la 5-LO inducida 

por ionóforo en células HL60 (102). Posiblemente existan otras proteínas que al 

interaccionar con la 5-LO estén influenciando su distribución subcelular y el transporte al 

interior nuclear. Finalmente, otro factor que podría influenciar en su translocación es la 

fosforilación de la 5-LO descrita recientemente (96,117-120). 

La importancia de la translocación de la 5-LO para la síntesis de LTs se ha confirmado

utilizando diferentes tipos celulares fagocíticos (96). En la línea celular monocítica MM6, 

se encuentran niveles abundantes de 5-LO en el citosol mientras que la FLAP se encuentra 

localizada en la membrana nuclear. Después del tratamiento con ionóforo se liberan 

niveles sustanciales de AA endógeno pero la síntesis de LTs es muy baja y no se detecta 

translocación de la 5-LO citosólica a la membrana nuclear. La coadición al cultivo celular 

de AA exógeno genera una importante cantidad de LTs pero sólo se observa un incremento

marginal de 5-LO unido a membrana. Esto parece indicar que cuando existe una abundante

disponibilidad de substrato la síntesis de LTs puede tener lugar en el citosol. Por el 

contrario, en ausencia de AA exógeno, la 5-LO no transloca a la membrana nuclear donde 

puede acceder al AA endógeno liberado por la PLA2. Sin embargo, al tratar primero las 
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células con PMA la inducción con ionóforo provoca un incremento de la translocación de 

la 5-LO al núcleo y la formación de LTs a partir del AA endógeno. Se han obtenido 

resultados similares en PMNL estimulados con concentraciones subóptimas de ionóforo 

(0.1 M) (96). El pretratamiento con LPS incrementa la translocación de la 5-LO inducida 

por el fMLP y la síntesis de LTs sin embargo, a pesar de haber estimulado las células con 

LPS, los niveles de AA endógeno liberado son bajos (121). 

6. Interacción con otras proteínas

6.1. Factor de crecimiento ligado al receptor de la proteína 2 (Grb2),

actina y -actinina
La 5-LO contiene un dominio rico en prolina (residuos 566-577) identificado como el 

motivo de unión Src de homología 3 (SH3). Esta secuencia le permite interaccionar con el 

dominio SH3 del factor de crecimineto ligado al receptor de la proteína 2 (Grb2), una 

proteína adaptadora de la cascada de señalización mediada por tirosín-quinasas (122). En 

ensayos de competición por la unión a ligando, el péptido sintético que contiene el dominio

SH3 de la 5-LO inhibe la unión de ésta al Grb2 e interfiere también en la translocación de 

la 5-LO del citosol a la membrana en neutrófilos humanos (122,123). También se ha

hipotetizado que la señalización via tirosín-quinasas sería un proceso distinto del de la 

biosíntesis de mediadores lipídicos. 

En condiciones fisiológicas, la actina globular monomérica (actina G) se encuentra en 

equilibrio con la forma polimerizada de la actina (actina F) que es la que forma el 

citoesqueleto celular de actina, responsable tanto de la forma como de la motilidad celular

así como de los procesos de fagocitosis y citocinesis. La 5-LO in vitro se asocia a la actina

en columnas de sefarosa y esta asociación puede ser reducida por un péptido que contiene 

el dominio de unión SH3. La 5-LO también se une in vitro a la -actinina, proteina
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ligadora que se encuentra entre los filamentos de actina y débilmente unida a la miosina

(122). La asociación entre la 5-LO y la actina in vitro y la movilidad de la 5-LO en las 

células indica la asociación de esta proteína con estructuras del citoesqueleto. También se 

ha observado que ácidos monohidroxílicos incluyendo el 5-HETE pueden unirse a la actina 

citosólica (124). Es interesante destacar que la inhibición de la polimeración de la actina

por la citocalasina B incrementa la síntesis de LTs inducida por fMLP en PMN (125,126)

mientras que en macrófagos alveolares tratados con colchicina (rompe los microtúbulos)

inhibe la síntesis de derivados de la 5-LO a partir del AA endógeno (127). 

6.2. Proteína semejante a la coactosina (CLP)

Las actividades del citoesqueleto de actina son reguladas por numerosas proteínas de 

unión a actina (128). La CLP (142 aminoácidos, 16 kDa) es similar a la coactosina

encontrada en Dictyostelium discoideum (129) un miembro del grupo de proteínas ligadas 

a actina denominado ADF/Cofilina (130). La coactosina interacciona con los filamentos de

actina promoviendo su polimerización (131). En el sistema de dos híbridos en levaduras se

observó que la 5-LO interacciona con la CLP (132), posteriormente se confirmó la unión 

entre ambas proteinas en células HEK 293. La asociación sigue una estequiometría de 1:1 

y es independiente de Ca2+ siendo la lisina 131 de la CLP esencial para la unión de la 5-LO 

(133). La CLP se expresa en células mieloides y en células transfectadas con CLP ésta se 

colocaliza con las fibras de estrés de la actina. La unión de la CLP a la actina sigue una 

estequiometría de 1 CLP por cada 2 subunidades de actina siendo la lisina 75 crucial en su 

unión a la actina (133). No se ha observado la formación de complejos formados por actina 

F, CLP y 5-LO pero sí que la 5-LO compite con la CLP por su unión con la actina F. 

También se ha encontrado que la 5-LO interfiere en la polimerización de la actina lo que 

ha sugerido un papel de la 5-LO en la dinámica de la actina (133). Curiosamente, un 
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reciente trabajo ha descrito que la translocación a la membrana plasmática de la 12/15 LO 

incrementa la polimerización de la actina (134). 

6.3. Proteina 1 asociada al receptor I del TGF  (TRAP-1)

Las proteinas Smad transducen las señales producidas por la superfamilia de ligandos

del TGF  regulando procesos de proliferación, diferenciación y muerte celular a través de 

la activación de receptores serín/treonín quinasa. La proteína TRAP-1 (860 aminoácidos)

se une sólo a la forma activada del receptor I del TGF  (135), se trata una chaperona de

Smad4 que podría actuar facilitando la transferencia de Smad4 a otras proteínas Smad

después de la activación de éstas por el receptor del TGF  (136). Mediante el sistema de

doble híbrido en levaduras se ha determinado que la 5-LO interacciona con la mitad del

extremo carboxi terminal de TRAP-1 (132), región de unión al receptor I del TGF .

Previamente se encontró que el tratamiento con TGF  (junto con la vitamina D3) de 

células HL60 o células MM6 produce un incremento en la expresión y actividad de la 5-

LO (137). Se ha especulado que estas asociaciones pueden ser la base de un mecanismo de

feed-back en lo que refiere a los efectos del TGF  sobre la 5-LO.

6.4. RNasa III/RNA helicasa, el Dicer humano 

El sistema de sreening del doble híbrido utilizando la 5-LO como señuelo también ha

podido identificar clones que contienen la zona C-terminal del cDNA de una nueva

proteína humana de elevada homología con la hipotética helicasa K12H4.8 de C. elegans

(132). La secuencia aminoacídica predecida contiene motivos de la RNasa III y un dominio

de unión a RNA de doble cadena. El cDNA completo (138) contiene motivos helicasa en la

zona N-terminal. Recientemente se caracterizó que la proteína análoga en Drosophila
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(Dicer) está implicada en el mecanismo de acción del RNA de interferencia (RNAi) (139). 

El RNAi, es un RNA de doble cadena que silencia genes afines lo que constituye un 

mecanismo post-transcripcional de silenciación de la expresión génica (140). El papel 

específico de Dicer es digerir largos RNA de doble cadena (200-500 nucleótidos) para

formar los RNAi, secuencias guía de 22 nucleótidos que sirven para informar a la nucleasa 

multicomponente (complejo RISC) para la destrucción de los mRNA mensajeros que 

contengan la misma secuencia. La posible interacción de la 5-LO y el RNAi es de un 

interés considerable pero en la actualidad no existe ningún estudio que certifique esta 

asociación.

6.5. Otras proteínas

En inmunoprecipitados de NF-kB procedentes de lisados celulares de células HL60 se 

ha detectado que existen niveles elevados de 5-LO. Estos niveles se incrementan cuando se 

han estimulado las células con ionóforo pero son bajos cuando se bloquea la translocación 

de la 5-LO. De este estudio se concluyó que la 5-LO podría jugar algún papel en la 

respuestas mediadas por NF-kB (102). 

7. Regulación de la actividad de la 5-LO

7.1. Incremento del Ca2+ intracelular 

Uno de los factores más importantes para la activación de la 5-LO es el incremento

de Ca2+ intracelular. Los estímulos más utlizados in vitro tales como ionóforos, 

tapsigargina, PAF, LTB4, fMLP, C5a, citoquinas, partículas fagocitarias como el zimosán 

y urato o cristales de fosfato producen un aumento más o menos significativo de Ca2+ lo 

que se correlaciona con la síntesis de LTs (ver bibliografia del capítulo II, punto 3). 
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La generación de productos derivados de la 5-LO depende de la disponibilidad de 

AA libre lo que está íntimamente relacionado con la actividad de la cPLA2. De entre los

muchos isotipos de PLA solubles, la cPLA2 de 85 kDa es la más importante a la hora de

proporcionar el AA para síntesis de LTs y otros eicosanoides (141) de hecho, los estudios 

realizados con ratones knockout de esta enzima así lo confirman (142,143). Se ha 

encontrado que el Ca2+ y/o la fosforilación de la cPLA2 a nivel de la Ser-505 por la MAPK 

puede activar a la fosfolipasa induciendo su translocación a la membrana nuclear y la

producción de AA (142,144-146). Así y aunque existen excepciones, la activación de esta 

enzima puede ocurrir en presencia de niveles basales de Ca2+ si existen estímulos que 

fosforilan la Ser-505 o bien en presencia de agentes movilizadores de Ca2+ cuando se 

bloquea la fosforilación de la cPLA2, (145). Sin embargo, la fosforilación parece ser 

indispensable cuando la movilización de Ca2+ es transitoria (ej. zimosán) (147). Se sabe

que la estimulación de la via de la 5-LO en leucocitos causada por sus ligandos naturales

produce una pobre síntesis de LTs y que esto está relacionado con una escasa 

disponibilidad de AA. Sin embargo, la administración simultánea de AA exógeno y PAF, 

C5a o fMLP incrementan de manera considerable la formación de LTs en PMN (49,148-

153). Los llamados “agentes cebadores” como factores de crecimiento, citoquinas, ésteres 

de forbol, lipopolisacáridos y el virus de Epstein Barr no son capaces de estimular la 

síntesis de LTs por sí sólos pero incrementan la generación de LTs de forma muy potente 

después de estimular las células con su ligando natural. Debido a la compleja regulación de

la 5-LO y a la existencia de varias actividades enzimáticas dentro de esta vía biosintética

hace que por el momento se desconozca a qué niveles de esta ruta biosintética se produce

este efecto “cebador” (75,78,81).
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7.2. Fosforilación de la 5-LO 

La fosforilación proteica es un mecanismo regulador de la transducción de señales

intracelulares e incluye la activación y redistribución de numerosas enzimas celulares y 

factores de transcripción. En la secuencia primaria de la 5-LO se han encontrado dominios

de fosforilación para la PKA, PKC, la quinasa dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMKII),

la proteina quinasa activada por la quinasa mitógena activada (MAPKAPK, MK)-2 y 3, la 

quinasa S6, la MAPK1/2 y la Cdc2. Sin embargo, para que tenga lugar la fosforilación no 

es suficiente con la presencia de estos dominios sino que depende además de las

características estructurales de la proteína substrato. 

Para que enzimas como la cPLA2 y la PKC se activen, se requiere tanto de procesos 

de fosforilación como de la presencia de Ca2+. Para la activación de la 5-LO se asume que 

sólo es necesario un incremento de los niveles intracelulares de Ca2+ y la asociación a la 

membrana nuclear. Por ello, en un principio se creyó que la fosforilación de la 5-LO era un 

suceso improbable o redundante para la activación enzimática (52). Hoy en dia, la 

fosforilación de la 5-LO se considera un mecanismo alternativo de activación de la 5-LO 

que se puede producir en presencia de niveles elevados o moderados de Ca2+ intracelular.

En 1996, Lepley y colaboradores demostraron la existencia de pequeñas cantidades de 5-

LO fosforilada asociada al DNA genómico en células HL60 diferenciadas con DMSO

(117). Este pool de 5-LO fosforilada sólo se encontraba en el núcleo de células estimuladas

con ionóforo y no en células en estado de reposo. Además, los inhibidores de las tirosín 

quinasas suprimían tanto la translocación de la 5-LO como la síntesis de LTs en células 

granulocíticas estimuladas con ionóforo (117). Los estudios basados en la utilización de 

inhibidores específicos de la MAPK quinasa 1 y 2 como el PD98059 y el U0126 han 

sugerido que la vía de las MAPK está implicada en la activación de la 5-LO (112,118). Sin 

embargo la MAPK es incapaz de fosforilar la 5-LO in vitro (117). Recientemente se ha 
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sugerido también un papel de la vía JAK/STAT pero esto está todavía por confirmar (154). 

Mediante la utilización de ensayos quinasa en gel, que permiten la detección de actividades 

quinasa para un substrato concreto, se ha encontrado que la MAPK p38 regulada por MK2 

y MK3 (MK2) puede fosforilar directamente la 5-LO in vitro en leucocitos estimulados 

(120). Las MKs fosforilan sus substratos a nivel de la serina situada en la secuencia hyd-

Xaa-Arg-Xaa-Xaa-Ser (donde hyd es un residuo hidrofóbico). Esta secuencia se encuentra 

en la 5-LO (266:LERQLS) siendo la Ser-271 el lugar susceptible de fosforilación. 

Recientemente los mismos autores han demostrado que la 5-LO también puede ser 

fosforilada in vitro por las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs),

concretamente por ERK2 a nivel de la Ser663 (155). La fosforilación de la 5-LO ya sea por 

la MK2 o la ERK2 se encuentra significativamente favorecida por la presencia de AA y 

según los autores de estos trabajos, pueden ser procesos que tengan lugar conjuntamente

con el objetivo de activar la 5-LO (120,155). En la Figura 6 se esquematiza la activación 

de la 5-LO tal y como estos autores han propuesto. 

De entre las tres grandes famílias de MAPKs, la vía de la MAPK p38 es la

principalmente implicada en los procesos inflamatorios y por ello está considerada como

diana farmacológica. Esta vía de señalización puede ser estimulada por un gran número de 

estímulos inflamatorios, factores quimiotácticos, ésteres de forbol y agentes movilizadores

de Ca2+ y de estrés celular (156,157) dando lugar en macrófagos a procesos de quimiotaxis,

adhesión, degranulación y explosión oxidativa. Se ha encontrado que tanto agentes 

exógenos como “agentes cebadores” que inducen la síntesis de LTs en leucocitos también 

están activando la vía de las MAPK p38 y de las MKs que actúan a niveles inferiores.

Además estos estudios sugieren que la activación de esta vía es necesaria para que la 5-LO 

transloque a membrana (96,158). En la linea celular de linfoma B (BL41-E95-A) el estrés 
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celular es capaz de estimular la formación de productos derivados de la 5-LO de manera 

MAPK-p38 dependiente sin embargo, la administración de estímulos como el AA e

ionóforo sólo producen un ligero aumento de la actividad 5-LO sin que se active la vía de 

la MAPK p38 (159). En condiciones de estrés celular sólo se observa una activación de la 

5-LO y de esta vía de quinasas cuando a su vez las células se estimulan con AA exógeno 

más ionóforo (159,160). 

p38 MAPK

MAPKAPK-2/3

Estímulo

Ca2+

Ser271
5-LOP

Ca2+

P
Ser663

ERKs

+ AA

+ AA

5-LO
Ca2+

P

cPLA2

LTs
P
FLAPAA

citosol

núcleo

Figura 6. Activación celular de la 5-LO y síntesis de LTs. Determinados estímulos extracelulares producen

un incremento intracelular de Ca2+ y la activación de las vías de las MAPK. Estos eventos también producen

la translocación y activación de la cPLA2 dando lugar a AA a partir de los fosfolípidos de la membrana

nuclear. El AA libre puede activar la fosforilación de la 5-LO por las ERKs y las MAPKAPK-2/3. La 5-LO

activada transloca a la membrana nuclear colocalizándose con su proteína activadora (FLAP). El AA libre es

entonces transferido via FLAP a la 5-LO que lo transforma a LTs. Dependiendo del estímulo y del tipo

celular, la activación de la 5-LO requerirá de la fosforilación y/o del incremento de Ca2+ intracelular.
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8. Inhibidores endógenos de la vía de la 5-LO

Los mecanismos de inhibición endógena de la producción de LTs no han sido

estudiados intensamente. Se ha demostrado que las glutatión peroxidasas dependientes de 

selenio actúan como potentes inhibidores de la actividad de la 5-LO a través de la 

reducción de los hidroperóxidos lipídicos (161,162). De hecho, en PMN la utilización de 

agentes que depleccionan el GSH como el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno o la diamida ha 

demostrado que existe un mecanismo regulador redox de la actividad de la 5-LO 

dependiente de este tipo de peroxidasas (161,163,164). Así, los leucocitos de ratas 

depleccionadas en selenio liberan 7 veces más productos derivados de la 5-LO que las ratas 

control (161). La selenoproteína fosfolípido hidroperóxido glutatión peroxidasa (PhGPx)

es un enzima clave como antioxidante que protege a las biomembranas del estrés 

oxidativo. En linfocitos B, células mieloides inmaduras, la PhGPx es la principal 

responsable de la inhibición de la actividad de la 5-LO (83,160,162,165). También se ha

observado que la activación de esta peroxidasa suprime la actividad 5-LO en células A431 

(166) y que su sobreexpresión reduce los niveles de producción de LTs en células RBL-

2H3 (167). Es importante destacar que el estrés oxidativo también activa la MAPK p38 y 

otras quinasas downstream de la vía de la 5-LO en células BL41-E95-A y que la inhibición 

de la MAPK p38 por el SB203580 reduce los niveles de peróxidos de hidrógeno inducidos 

por la actividad 5-LO (159). Así, se especula que los agentes pro-oxidativos podrían estar 

estimulando la actividad 5-LO de dos formas: promoviendo la fosforilación resultando en 

una actividad 5-LO insensible a peroxidasa y promoviendo la formación de la forma

férrica de la 5-LO. 

La adenosina también se ha sugerido que actúa como inhibidor endógeno. La 

adenosina es un nucleósido ubícuo con un gran espectro de acciones biológicas incluyendo 

la atenuación de la respuesta de los leucocitos por lo que se la ha considerado como un 
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potente agente antiinflamatorio. En concreto, la adenosina actúa a través de sus receptores

A2  produciendo un aumento en la concentración de AMPc intracelular ([AMPc]i) e 

inhibiendo muchas de las funciones de los PMN humanos como son la formación de 

superóxido, la fagocitosis y la adhesión (168). Existen evidencias experimentales del 

impacto supresor de la adenosina sobre la vía de la 5-LO en concreto, tanto la adenosina 

endógena como los agonistas del receptor A2 inhiben fuertemente la formación de LTB4

en PMN aislados y en sangre total además, la utilización de adenosina deaminasa y de

antagonistas específicos del receptor A2  revierten esta inhibición e incrementan la síntesis 

de LTB4 (169,170). El aumento en la [AMPc]i producido por la ocupación del receptor 

A2 no sólo inhibe la liberación de AA (171) además, se ha descrito recientemente que el 

incremento de [AMPc]i producido por agentes como la adenosina, no sólo inhibe la síntesis 

de LTs sino que también impide la translocación de la 5-LO al núcleo en PMN estimulados

(172).

El óxido nítrico (NO) es un importante regulador endógeno de diferentes procesos 

fisiológicos como son el control de la presión sanguínea, la neurotransmisión, la 

agregación plaquetaria y la acción citostática de los macrófagos (173). La importancia del 

NO radica principalmente en su bioquímica y en particular en su rápida conversión in vivo

a especies reactivas derivadas del nitrógeno que dada su elevada capacidad de difusión e 

hidrofobicidad pueden interaccionar con una gran variedad de moléculas y enzimas. En el 

caso de las LOs, estas especies reactivas (posiblemente el peroxinitrito), interaccionan con 

las LOs y las inactivan reduciendo la forma férrica de la enzima a la forma ferrosa 

(174,175). Recientemente se ha observado que después de la estimulación de diferentes 

líneas celulares de mastocitos, la sintasa endotelial del NO transloca al núcleo de la célula 

(de igual modo que la 5-LO) donde la producción endógena de NO modula la producción 

de LTs en este tipo celular (176). 
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 En la Figura 7 se resumen los factores celulares que pueden llegar a modificar la

actividad 5-LO.

Actividad 5-LO

activadores inhibidores
Ca2+

ATP
Fosfatidilcolina
Hidroperóxidos lipídicos
Proteinas intracelulares (?)
Fosforilación
FLAP
Exceso de AA exógeno

Glutatión peroxidasa
(GSH-Px)
Adenosina
Óxido nítrico

Figura 7. Factores celulares que influyen sobre la actividad de la 5-LO.

III. Actividad biológica de los eicosanoides derivados de la 5-LO

Los productos con actividad biológica derivados de la vía biosintética de la 5-LO son 

básicamente el 5-HETE y los LTs (LTB4 y cisteinil-LTs). Como ya se comentó

anteriormente, el LTB4 es un potente agente inflamatorio que estimula la migración,

desgranulación, agregación y adhesión de los neutrófilos a las paredes postcapilares 

(8,27,28). El 5-HETE también es un importante mediador inflamatorio y del mismo modo

que el LTB4, estimula la migración de neutrófilos (177). Pero además, el 5-HETE puede 
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estimular la proliferación de células endoteliales (26) y de algunas líneas celulares 

cancerígenas (178,179). Por el contrario, a los cisteinil-LTs se les reconoce principalmente

por ser potentes vasoconstrictores con capacidad para incrementar la permeabilidad

vascular y la secreción de mucus (8,27,28). Sin embargo y como se verá más adelante, en 

la actualidad se les adscriben otras funciones biológicas importantes dentro del marco del 

remodelado tisular tales como la estimulación de la proliferación y la fibrogénesis.

La acciones biológicas de los LTs vienen determinadas por la unión a sus receptores

específicos, son receptores ligados a proteinas G ya clonados y bien caracterizados. La 

existencia de receptores específicos para el 5-HETE es aún discutida. Los datos existentes

hasta la fecha indican que las acciones del 5-HETE sobre los neutrófilos y una línea celular 

de cáncer de próstata están claramente indicando la presencia de un receptor ligado a 

proteínas G (180,181) y que este receptor podría estar codificado por un gen identificado 

recientemente (182). Sin embargo, la dificultad de estos estudios radica en que los HETEs

a concentraciones M son capaces de alterar la fluidez de la membrana plasmática y 

activar diferentes actividades enzimáticas sin la necesidad de interaccionar con receptores

(183-187).

En los siguientes apartados se resumen las características funcionales básicas de los 

LTs y se centrarán en el papel de los cisteinil-LTs debido a su principal protagonismo en 

los trabajos presentados en esta tesis.

1. Receptores de los LTs

1.1. Receptores del LTB4

Las acciones biológicas de los LTs están mediadas por receptores específicos. El LTB4

ejerce sus efectos proinflamatorios a través de la unión a sus receptores de membrana

BLT1 y BLT2 (Tabla 1).
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TABLA 1. Características básicas de los receptores de membrana del LTB4.

BLT1 BLT2
Aminoácidos (humano)

Identidad entre humano y ratón 

Expresión

Ligandos

Proteína G 

Antagonistas

352

78.6%

Leucocitos, timo, bazo,

pulmón

LTB4 > 20-OH- LTB4 >> 12HETE 

G16, Gi2 

ONO 4057, U 75302 

358

92.7%

Bazo, ovario, hígado,

leucocitos, ubícuo

LTB4 > 12-HETE >15HETE 

Gq, Gi, Gz 

ONO 4057 

Ambos receptores presentan siete dominios transmembrana y están acoplados a 

proteínas G, su homología a nivel de estructura aminoacídica es alta (45%) pero presentan 

una distribución tisular bien diferenciada así como sensibilidades farmacológicas distintas.

Se describe al receptor BLT1 como de alta afinidad para el LTB4 y aunque el BLT2 está

caracterizado por presentar una baja afinidad por su ligando, es capaz de transducir 

eficientemente las señales intracelulares en respuesta a LTB4 (188). Además de la unión a 

estos receptores de membrana, el LTB4 se une y activa un factor de transcripción en 

concreto, el receptor  activador de la proliferación de peroxixomas (PPAR ) (189). Los 

datos existentes parecen indicar que el LTB4 producido intracelularmente se une a este 

receptor nuclear y actúa como un estimulador de la transcripción de enzimas implicados en 

la inactivación de LTB4 jugando un papel importante en el proceso de “aclaramiento” que 

tiene lugar durante la inflamación. De hecho, en el promotor de la LTB4 -hidrolasa se han 

encontrado varios elementos de respuesta de los PPAR. Además, los ratones deficientes en 

PPAR  presentan una respuesta inflamatoria prolongada en el modelo de inflamación 

provocado por el AA de la oreja (189). El LTB4 no es el único ligando para el PPAR ,
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otros ácidos grasos poliinsaturados incluyendo el 8S-HETE pueden unirse a este receptor 

(190,191).

1.2. Receptores de los cisteinil-LTs 

Los cisteinil-LTs ejercen sus acciones biológicas a través de dos tipos de receptores

localizados en la membrana celular, el CysLT1 y el CysLT2 (Tabla 2). Inicialmente y 

debido al papel clave de los cisteinil-LTs en enfermedades inflamatorias como el asma y la 

rinitis alérgica estos receptores se definieron basándose únicamente en los estudios 

funcionales y farmacológicos. Así, en 1995 la Unión Internacional de Farmacólogos

clasificó a los receptores de cisteinil-LTs en dos grandes subtipos el CysLT1 y el CysLT2

(192), el primero se define como aquél capaz de ser bloqueado por los antagonistas 

clásicos como son por ejemplo el SK&F 104353 (pobilukast, Smithkline Beecham, King of 

Rusia, PA, USA), el ICI 204,219 (zarfirlukast, Zeneca, Macclesfield, UK), el MK-571

(Merck, Pointe-Clair Dorval, Canada) y el MK-476 (montelukast, Merck). Así, si bien el

Cys-LT2 se caracteriza por no responder al bloqueo con estos “antagonistas clásicos” 

actualmente existe un antagonista dual el BAY u9773 (Bayer, Leverkusen, Alemania) que 

a pesar de no ser muy potente ni selectivo sobretodo a nivel de tejidos humanos puede 

ayudar a establecer el patrón de expresión del Cys-LT2. Existen también indicaciones de la

existencia de subclases de receptores Cys-LT1 y Cys-LT2 y se ha sugerido la existencia de 

un tercer subtipo de receptor de cisteinil-LTs ya que tanto en el parénquima pulmonar del 

hombre como en el de la cobaya existen receptores resistentes tanto a los antagonistas 

clásicos como al BAY u9773 (193). Hace pocos años que ambos receptores fueron 

clonados por diferentes grupos simultáneamente (194-198). Estos resultados han apoyado 

la nomenclatura y clasificación inicial de estos receptores y además han facilitado el
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desarrollo de estudios para el conocimiento de los mecanismos de transducción de señal 

(199).

El patrón de expresión de estos receptores se determinó inicialmente mediante

estudios de unión a ligando o estudios de caracterización funcional utilizando los

“antagonistas clásicos” y el antagonista dual BAY u9773 en preparaciones tisulares. Sin 

embargo, la ausencia de antagonistas específicos hacía que la interpretación de estos 

resultados fuera harto ambigua y difícil. No ha sido hasta el clonaje de ambos receptores y 

tras la aplicación de técnicas como el Northern blot, la hibridación in situ, la

inmunohistoquímica y la RT-PCR que se ha establecido con mayor exactitud la expresión

de estos receptores en muestras humanas (ver Tabla 2).

TABLA 2. Características básicas de los receptores de membrana de los cisteinil-LTs 

Cys-LT1 Cys-LT2

Aminoácidos (humano)

Identidad entre humano y ratón 

Expresión tisular

Expresión celular 

Ligandos

Proteína G 

Antagonistas

337

87.3%

Bazo > intestino delgado, próstata,

timo, pulmón,

Leucocitos, cél. musculares lisas

pulmonares, macrófagos

pulmonares intersticiales,

mastocitos, células HL60, U937 y

THP1

LTD4 >> LTC4  LTE4

G q

zafirlukast (Accolate ),

montelukast (Singulair ),

pranlukast (Onon ), pobilukast,

MK-571, MK-476,

BAY u9773 

346

65%

Corazón, placenta, glándula adrenal

bazo > riñón, ovario, cerebro 

Leucocitos, macrófagos pulmonares

intersticiales, miocitos y

fibroblastos  cel. Musculares lisas y

endoteliales del corazón, HUVEC,

>>cél. musculares lisas pulmonares

LTD4 = LTC4 > LTE4

G q

BAY u9773 (agonista parcial) 
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El patrón de expresión observado de los receptores Cys-LT1 y Cys-LT2 varía entre

tejidos y entre especies (200,201). En humanos, y tal y como se observa en la Tabla 2,

ambos receptores se coexpresan en pulmón tanto a nivel de las células musculares lisas de 

los bronquios como a nivel de los macrófagos intersticiales así como en bazo y en 

leucocitos de sangre periférica.

En tejidos como corazón, placenta, glándula adrenal y cerebro la expresión es 

exclusiva del receptor Cys-LT2 sin embargo, su función en estos territorios está aún por 

determinar (202,203). En comparación con el receptor Cys-LT1, el receptor Cys-LT2 se 

encuentra débilmente expresado en las células musculares lisas de pulmón mientras que su

expresión a nivel de los macrófagos intersticiales adyacentes es muy elevada (194). 

Actualmente no existen muchos estudios sobre la regulación de la expresión de estos

receptores. Se ha observado que la diferenciación celular in vitro puede incrementar la 

expresión de estos receptores, por ejemplo en células U937 diferenciadas por DMSO 

incrementan los lugares de unión para el LTD4 (204) así como en células HL60 

diferenciadas a eosinófilo (205). Asímismo, varias citoquinas implicadas en la patogénesis 

del asma son capaces de incrementar la expresión del receptor Cys-LT1 in vitro, la IL-5 en 

células HL-60 diferenciadas a eosinófilo (205), la IL-13 y la IL-4 pero no el INF-  en 

monocitos y en macrófagos humanos (206). Sin embargo el INF- es capaz de inducir la 

expresión de ambos receptores en células musculares lisas de pulmón humanas (207). 

Además, la IL-1  puede inducir la expresión del mRNA del receptor Cys-LT1 en células

HUVEC (208). 

Vías de señalización intracelular

Ambos receptores presentan 7 dominios hidrofóbicos transmembrana típicos de los

receptores ligados a proteínas G. No existe sin embargo, ningún modelo de la unión de los 
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cisteinil-LTs a sus receptores. Basándose en la estructura del ligando estos receptores se 

han clasificado dentro de la subfamilia de receptores semejantes a los receptores

rhodopsina/ 2 adrenérgicos. 

En cada uno de los estudios de clonaje de ambos receptores, se ha determinado su 

función mediante la cuantificación in vitro de la movilización de Ca2+ intracelular en

células transfectadas con el cDNA del receptor CysLT1 o con el cDNA del receptor Cys-

LT2, y los resultados han confirmado los estudios farmacológicos reportados previamente

(192). Así, los cisteinil-LTs incrementan la concentración de Ca2+ intracelular con un 

rango de potencia para el receptor CysLT1 de LTD4 > LTC4  LTE4 y para el receptor 

CysLT2 de LTD4 = LTC4 > LTE4 (202).

A pesar de la potente actividad biológica de los cisteinil-LTs poco se sabe de las 

señales intracelulares que se producen al interaccionar con sus receptores. Existen algunos

datos sobre los mecanismos de transducción de señal a través del receptor Cys-LT1. Tanto 

en células HEK-293 como en oocitos de xenopus transfectados con el receptor Cys-LT1, la

respuesta producida por el LTD4 no se ve alterada por la toxina pertusis indicando que en 

estas células este receptor sólo se acopla a proteínas G de la família Gq/11. Sin embargo, en

células humanas diferenciadas U937, células intestinales 407 y células THP-1 se ha 

observado que este receptor se puede acoplar tanto a miembros de la família Gq/11 como a 

miembros de la família Gi/o. Todos estos resultados parecen indicar que las vías de 

señalización del receptor Cys-LT1 dependen no sólo del tipo celular sino también de la 

disponibilidad de proteínas G y explicarían a su vez la versatilidad funcional del LTD4 en 

macrófagos y en células epiteliales bajo estímulos inflamatorios o condiciones de alergia. 

Poco se sabe sobre la secuencia de acontecimientos que tiene lugar después de la 

interacción con las proteínas G. En células THP-1, el LTD4 induce la activación de la 

MAPK a través de la vía de la PKC  y Raf-1 (209). En células U937, la activación del 
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receptor también incrementa la actividad de la topoisomerasa I a través de la PKC (210).

Recientemente se ha observado que el efecto proliferativo del LTD4 sobre células del 

epitelio intestinal tiene lugar a través dos vias: una via independiente de Ras pero 

dependiente de la activación de la PKC en la que se produce la activación de las quinasas 

1 y 2 reguladas por señales extracelulares (Erk-1/2) y una via paralela dependiente de la 

activación de Ras (211). Es importante señalar que los cisteinil-LTs podrían actuar de

forma intracrina e interaccionar con receptores intracelulares. En concreto, en eosinófilos

se ha descrito que el LTC4 endógeno actúa como mediador intracelular de la liberación de

IL-4 por estas células (212). 

2. Acciones biológicas de los cisteinil-LTs

Dentro del abanico de propiedades biológicas de los cisteinil-LTs, las más estudiadas

son las relacionadas con el asma en humanos. Esto es debido a que estos eicosanoides 

juegan un papel fundamental en el desarrollo de la obstrucción e inflamación pulmonar 

observada en el asma (200). No sólo son potentes broncoconstrictores sino que además

incrementan la permeabilidad vascular favoreciendo la aparición de edema pulmonar,

también incrementan la secreción de mucus y disminuyen su eliminación deteriorando la

capacidad ciliar del epitelio pulmonar (213-215). De hecho, desde 1995, la industria 

farmacéutica está desarrollando con éxito toda una serie de compuestos contra los efectos

producidos por los cisteinil-LTs en el asma (ver Tabla 2). A continuación se desglosan los

efectos más importantes de estos eicosanoides.
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2.1. Contracción del músculo liso de las vías respiratorias

La primera propiedad biológica que se le atribuyó a los cisteinil-LTs antes incluso de 

conocer su estructura, cuando se les conocía como SRS-A, fue la capacidad para contraer 

las células musculares lisas de los bronquios tanto in vivo como in vitro (216,217). De 

hecho, juegan un papel clave en el asma siendo el LTD4 aproximadamente 1000 veces más

potente que la histamina (217). Los experimentos realizados in vivo tanto en sujetos sanos

como en asmáticos demuestran que la inhalación de cisteinil-LTs es capaz de producir 

broncoconstricción (218,219). Además, el receptor Cys-LT1 parece ser el responsable de 

este efecto, pues la administración de antagonistas como el zafirlukast o el montelukast

revierte la vasoconstricción e incluso parece inducir una aparente broncodilatación 

(220,221). En el asma crónico el bronquio presenta un incremento en el tono contráctil lo 

que se supone que es debido tanto a la hiperplasia del músculo liso como al incremento en

la liberación de cisteinil-LTs (222,223). Sin embargo, hasta la fecha no existen evidencias 

directas de la sobreexpresión del Cys-LT1 en los bronquios de estos asmáticos. Si esto 

fuera así, también explicaría el porqué los asmáticos presentan una respuesta mayor a los

cisteinil-LTs que los individuos sanos (224). 

De entre los tres cisteinil-LTs, el LTE4 demuestra ser el menos potente en diferentes 

sitemas in vitro (193,225) lo que hace suponer que actúa como un agonista parcial pues

habitualmente se une a los receptores del LTD4. Sin embargo, se ha sugerido que en la 

tráquea de la cobaya el LTE4 se une solamente a un subtipo de receptores Cys-LT1 (226). 

Tanto el parénquima pulmonar como los bronquios humanos se contraen después de la 

administración de cisteinil-LTs. A diferencia de lo que ocurre en el parénquima pulmonar 

de la cobaya, en el tejido humano los cisteinil-LTs no inducen la formación de tromboxano

A2 que es también un potente vasoconstrictor (193). 
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2.1. Acciones vasoactivas en el músculo liso de territorios 

extrapulmonares

Los primeros estudios in vitro con preparaciones pulmonares humanas demostraban

que los cisteinil-LTs no sólo eran capaces de contraer el músculo liso de las vías 

respiratorias sino también el de las venas pulmonares y en menor medida el de las arterias 

pulmonares (227,228). Posteriormente se demostró que el LTC4 y el LTD4 eran capaces de 

contraer vasos humanos de otros territorios como es la vena sefana (229). En general, no 

ocurre así con preparaciones vasculares de distintos animales de experimentación pues 

éstas tienen muy poca capacidad para contraerse en respuesta a los cisteinil-LTs (230,231). 

En las venas pulmonares humanas y al contrario de lo que ocurre en las vías respiratorias la

contracción inducida por los cisteinil-LTs no se ve afectada por los antagonistas selectivos 

del receptor Cys-LT1 lo que hace suponer la presencia de otros receptores como es el Cys-

LT2 u otros subtipos en las células musculares lisas de este territorio vascular. 

Recientemente también se ha demostrado que los antagonistas MK-571 y BAY u9773 son 

incapaces de inhibir la contracción de las arterias pulmonares de cerdo, por lo que se ha 

sugerido la existencia de otro tipo de receptor asociado a la respuesta en este tejido (232).

Paradójicamente los cisteinil-LTs también son capaces de relajar el músculo liso

vascular aunque este efecto es dependiente de endotelio. Los pocos datos presentados hasta 

la fecha sugieren que la relajación producida por los cisteinil-LTs es debida a la

estimulación de los receptores existentes en el endotelio vascular (233). Tanto el LTC4

como el LTD4 son capaces de producir la relajación de las arterias pulmonares y torácicas 

de la cobaya, efecto que es bloqueado por un antagonista de los LTs sugiriendo la 

existencia de un único receptor (234,235). Los resultados obtenidos con arterias y venas 

pulmonares humanas indican que mientras el endotelio de las arterias expresa el receptor 
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Cys-LT2 y su activación induce la liberación de NO, el endotelio de las venas pulmonares 

humanas presenta tanto el receptor Cys-LT1 como el Cys-LT2 de forma que la activación 

del primero induce la liberación de factores contráctiles (236,237). Datos más recientes 

demuestran que en el endotelio de la arteria pulmonar existe un receptor insensible tanto a 

los antagonistas clásicos como al BAY u9773 cuya activación produce la relajación de la 

arteria mediante la liberación de prostaciclina (232). Así, aparentemente existen dos vías 

responsables del efecto relajador de los cisteinil-LTs, una de ellas implica a los metabolitos

del AA derivados de la COX y la otra a la producción de NO (229,237,238).

2.3. Efectos cardiovasculares

Los cisteinil-LTs también están implicados en la fisiopatología cardiovascular. En 

numerosas especies estos LTs son potentes vasoconstrictores de las arterias coronarias

(239-241). Sus efectos parecen estar asociados a sucesos isquémicos en el miocardio tales 

como el infarto (242) y la “anafilaxis cardíaca” (243). Además, en modelos experimentales

de isquemia cardíaca, los inhibidores de la 5-LO y los antagonistas de los cisteinil-LTs, son 

capaces de reducir el tamaño del infarto y las arritmias inducidas por la reperfusión

(244,245). En pacientes con enfermedad coronaria arterial existe un incremento en la 

producción de cisteinil-LTs (246,247). Además se ha observado que tanto el LTC4 como el

LTD4 inducen la contracción de arterias coronarias arterioscleróticas pero no en las 

procedentes de sujetos sin arterioesclerosis. Los lugares de unión específicos para el LTC4

aparecen en las células musculares lisas y en las regiones de proliferación de la íntima y de 

la formación de la placa (248). También se ha observado que los cisteinil-LTs pueden 

modular los efectos de otros agentes vasculares vasoactivos. Los cisteinil-LTs son capaces

de incrementar el efecto vasoconstrictor de la angiotensina II sobre la aorta tanto en ratas

con hipertensión espontánea (249) como en ratas diabéticas (250). Este efecto modulador
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de los cisteinil-LTs parece ser específico pues no producen ningún resultado sobre los

efectos de la endotelina-1 en el modelo de ratas hipertensas (251). 

2.4. Remodelado tisular e inflamación 

Durante los procesos inflamatorios crónicos que pueden tener lugar en un tejido, se

desencadenan toda una serie de cambios estructurales que terminan por alterar la estructura

original del tejido en un proceso denominado remodelado tisular. En el caso concreto del 

asma, esto se manifiesta por un incremento de la masa de células musculares lisas, fibrosis

subepitelial y acumulación de proteínas de matriz extracelular. También se produce daño 

en las células epiteliales e hiperplasia de las células productoras de mucus, así como la

infiltración de eosinófilos en el epitelio y la submucosa y la producción de citoquinas (252-

254). Los cisteinil-LTs pueden jugar un importante papel en este proceso a través de su 

acción sobre las células musculares lisas, los eosinófilos, las células epiteliales y otros 

posibles tipos celulares. En este sentido, las evidencias experimentales son numerosas,

entre ellas destaca la acción proliferativa de los cisteinil-LTs sobre algunos tipos celulares 

tales como fibroblastos (255), células endoteliales (256), células epiteliales (257,258) y 

células musculares lisas (259). En el caso de estas últimas, se ha observado que los

cisteinil-LTs en conjunción con otros mitógenos causan tanto la proliferación como la 

hiperplasia de estas células (260-262). Por ejemplo, el LTD4 no tiene efectos sobre la

síntesis de DNA en células HASM pero aumenta la proliferación producida por el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) cuya producción está elevada en el asma (260). Este efecto 

además puede ser bloqueado por los antagonistas pranlukast y pobilukast pero no por el 

zafirlukast (262). También se ha observado in vitro que el LTC4 estimula la producción de 

colágeno por fibrolastos pulmonares de rata (263). En un modelo experimental de asma 

provocado en el ratón, el antagonista del receptor Cys-LT1 (montelukast), revierte 
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significativamente casi todas las anomalías morfológicas que aparecen en el asma crónico

(264). En el pulmón de pacientes con fibrosis pulmonar idiopática, otro tipo de enfermedad

pulmonar que cursa con un remodelado tisular intenso, se ha observado una activación 

constitutiva de la 5-LO (265). Además, los ratones deficientes en 5-LO presentan una 

reducción significativa del grado de fibrosis inducida por la bleomicina (266). En los 

ratones deficientes en la LTC4 sintasa (incapaces de sintetizar cisteinil-LTs), también se ha 

observado una reducción importante de los procesos inflamatorios y fibróticos pulmonares 

inducidos por la bleomicina mientras que en los ratones deficientes en el receptor Cys-LT1

(sobreexpresan cisteinil-LTs), estos procesos se encuentran agravados (267). Estos 

resultados se suman a las evidencias anteriormente descritas y apoyan este nuevo papel 

funcional de los cisteinil-LTs distinto de su acción vasoconstrictora. 

Los eosinófilos son uno de los principales tipos celulares reclutados hasta los lugares 

de inflamación alérgica y participan de forma muy activa en la patogénesis de la 

inflamación crónica que tiene lugar en el asma y otros transtornos alérgicos (268). Los 

cisteinil-LTs en las vías respiratorias son producidos de forma muy rápida y al comienzo

del asma alérgico principalmente por los eosinófilos pero también por los mastocitos y 

posiblemente por los macrófagos alveolares. En los pacientes asmáticos, el incremento de 

cisteinil-LTs que se observa en el lavado broncoalveolar y en la orina podría estar asociado

a un mayor número de eosinófilos y a un aumento de su actividad (222,223). Se sabe que 

los eosinófilos expresan receptores Cys-LT1 y Cys-LT2 en su superficie (194,269) y 

existen numerosas evidencias que indican el posible efecto autocrino de estos eicosanoides

sobre estas células. La inhalación de LTD4 en la cobaya produce de manera dosis

dependiente una infiltración de eosinófilos que persiste hasta la cuarta semana y que puede

ser bloqueada por el pranlukast (270). También en pacientes asmáticos la inhalación de

cisteinil-LTs incrementa el porcentaje de eosinófilos tanto en la mucosa bronquial (271) 
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como en el esputo después de 4h de la inhalación (272). La eosinofilia inducida en el mono 

puede reducirse mediante la administración de un antagonista del Cys-LT1 (273). De 

hecho, en el ratón deficiente en el gen de la 5-LO y después de la inducción experimental

de asma existe una reducción del 50% en el número de eosinófilos de las vías aéreas (274).

El reclutamiento de eosinófilos es el resultado combinado de varios factores entre los 

que se encuentran, un incremento en la maduración y movilización desde la médula ósea 

hasta la circulación sanguínea, la quimiotaxis hacia los lugares de acción, un incremento de 

la interacción con las células endoteliales vía un incremento en moléculas de adhesión, la 

interacción con proteínas de matriz extracelular y el incremento de la supervivencia celular 

(275). Los cisteinil-LTs actúan como agentes quimiotácticos para los eosinófilos via el 

receptor Cys-LT1 (276). También inducen la expresión de P-selectina tanto en leucocitos y 

células endoteliales e incrementan tanto el rolling como la adhesión de los eosinófilos a los 

vasos (277,278). Además se ha observado que los cisteinil-LTs son importantes para 

mantener la supervivencia de los eosinófilos de forma tan importante como el GM-CSF y 

la fibronectina (279). La producción de cisteinil-LTs se estimula por la acción de

citoquinas como el GM-CSF y la IL-5 pero también por la adhesión a la superficie

endotelial a través de ICAM-1 (280) o la adhesión a proteínas de matriz a través del VLA-

4 (281) lo que a su vez estimula la secreción de más citoquinas y móléculas de adhesión en 

los eosinófilos. Resultados similares se obtienen en mastocitos humanos estimulados con 

IL-4 donde los cisteinil-LTs estimulan la secreción de IL-5, TNF- , y la MIP-1

posiblemente a través del receptor Cys-LT1 (282). De hecho, el inhibidor pranlukast 

(ONO-1078) inhibe muchas de las funciones efectoras de los eosinófilos humanos

activados por el PAF (283). Estos estudios demuestran que el receptor Cys-LT1 puede estar 

up-regulado por varias citoquinas y moléculas de adhesión e incluso por los mismos

cisteinil-LTs potenciando así sus efectos de manera autocrina.
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2.5. Otros efectos de los cisteinil-LTs 

2.5.1. Modulación neuroendocrina e inflamación neuronal

Estudios realizados en la década de los 80 sugerian un papel neuromodulador de los 

cisteinil-LTs. En este sentido, los estudios in vitro demostraban que muchas de las regiones 

del cerebro de la rata eran capaces de producir cisteinil-LTs bajo estímulos como el 

ionóforo A23187 siendo la zona del hipotálamo y de la eminencia media las mayores

productoras (284,285). También se localizaron lugares de unión al LTC4 en diferentes

regiones del cerebro de la rata (286). De hecho, los experimentos realizados en la rata tanto 

in vivo como in vitro demostraron que el LTC4 era capaz de estimular la liberación de la

hormona luteneizante (LH) por las células de la pituitaria anterior (287) y la liberación de

la hormona liberadora de la hormona luteneizante (RHLH) por la eminencia media (288). 

Sin embargo, los antagonistas del Cys-LT1 no inhibían el efecto liberador de RHLH por el 

LTC4. Estos estudios también demostraron que el efecto era específico para la HL y la 

HLHL ya que la secreción de la hormona del crecimiento, la somatostatina o el factor

liberador hormonal no se encontraban afectados. Hasta la fecha no se han descrito efectos

de los cisteinil-LTs sobre el eje hipotálamo-pituitaria-glándula adrenal. 

Además del posible efecto neuromodulador de los cisteinil-LTs éstos también están

relacionados con la inflamación neuronal. De hecho, se ha detectado un incremento en la 

producción de estos eicosanoides en el fluido cerebroespinal de pacientes con esclerosis

múltiple y en la hemorragia intracerebral (289,290), hecho que se asocia a un 

empeoramiento la enfermedad y la aparición de edema neuronal. También se ha descrito 

recientemente que con el paso del tiempo, existe un incremento de la expresión de la 5-LO 

neuronal hecho que se correlaciona con el desarrollo de desórdenes degenerativos (291-

293). Sin embargo, el papel de los metabolitos derivados de la 5-LO en la
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neurodegeneración está aún por determinar siendo muy posible que este efecto se derive de

la acción no enzimática de la 5-LO (291). 

2.5.2. Permeabilidad vascular

Otro de los efectos de los cisteinil-LTs en el asma incluye su capacidad para 

incrementar la permeabilidad microvascular contribuyendo así a la formación de edema 

pulmonar (214,294). Los estudios realizados en la cobaya indican que el LTD4 induce un 

incremento de la extravasación de plasma en las vías respiratorias siendo más potente que

la histamina pero menos eficiente que el PAF (295-297). El mecanismo relacionado con la 

permeabilidad vascular se asocia a la contracción de las células endoteliales a nivel de las

vénulas postcapilares lo que da como resultado la aparición de “huecos” a través del 

endotelio de las vénulas (294). Además este efecto parece estar mediado por el receptor 

Cys-LT1 tal y como lo demuestran los estudios farmacológicos (298,299) y el más

recientemente publicado que utiliza ratones knockout para este receptor (300).

2.5.3. Secreción de mucus

De nuevo volvemos al contexto de la enfermedad asmática pues también se ha 

descrito aunque de forma más limitada, que los cisteinil-LTs pueden incrementar la 

secreción de mucus en las vías respiratorias. En concreto, los experimentos in vitro

demuestran que la administración de LTD4 a explantes procedentes de la mucosa pulmonar

humana estimula significativamente la liberación de aminoazúcares procedentes de las 

glicoproteínas de la mucosa (215,301). Este efecto también ha sido demostrado in vivo

después de la inhalación de LTC4 y LTD4 en la cobaya, el gato y el perro (302-304) y 

parece estar mediado por el receptor Cys-LT1. Además, en la oveja se ha observado que el 
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LTD4 disminuye el transporte de mucus (305) y que en el hombre inhibe la actividad ciliar 

pulmonar (213). 

3. Inhibición farmacológica de la biosíntesis de LTs

Dada la importancia de los LTs como agentes fisiopatológicos en una gran variedad 

de enfermedades alérgicas e inflamatorias, existe un gran interés por desarrollar terapias

dirigidas a controlar tanto la biosíntesis como la acción de estos eicosanoides. Hoy en día

la terapia anti-LTs se aplica siguiendo dos estrategias farmacológicas básicas: la supresión

de la síntesis de LTs y el uso de antagonistas de los receptores de LTs. La síntesis puede

ser suprimida actuando a diferentes niveles: (I) mediante la inhibición de las fosfolipasas 

impidiendo la liberación del precusor de LTs, el AA, (II) mediante la inhibición de la 5-LO 

o (III) la inhibición de la FLAP. 

3.1. Inhibición de la disponibilidad de substrato

Durante mucho tiempo se asumió que la inhibición de las fosfolipasas mediante

compuestos como los glucocorticoides suprimía totalmente la síntesis de  eicosanoides. De

hecho, esto ha sido corroborado por los experimentos realizados con el ratón knockout de 

la cPLA2 (142,143). Sin embargo, en humanos, la administración de altas dosis de

glucocorticoides, no reduce significativamente los niveles de LTs (306). Además, in vitro

se ha observado que producen un incremento de la expresión de la 5-LO y de la FLAP 

(76,307). Por este motivo, los glucocorticoides se consideran inefectivos para reducir los 

niveles de LTs in vivo.
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3.2. Inhibición directa de la 5-LO 

Los inhibidores directos de la 5-LO se pueden subdividir en tres grupos: 

compuestos con actividad redox, ligandos del hierro con débil actividad redox e 

inhibidores competitivos no-redox. 

Compuestos con actividad redox:

Los primeros compuestos identificados como inhibidores directos de la actividad 5-

LO fueron los agentes reductores lipofílicos con capacidad para reducir el lugar activo del 

hierro desacoplando así el ciclo catalítico de la enzima (308). Entre éstos se encuentran 

compuestos fenólicos como el ácido nordihidroguarético, el ácido cafeico, los flavonoides 

y las coumarinas y compuestos como la fenidona (309,310). Sin embargo, estas sustancias 

poseen muy poca selectividad para la 5-LO y causan importantes efectos secundarios (ej., 

formación de metahemoglobina) dada su interacción con otros sistemas biológicos redox o 

por la producción de especies radicales reactivas (311). El desarrollo de potentes

inhibidores orales con débiles propiedades redox dio lugar al AA-861, el BW755C o el

ICI-207968 pero también manifiestan no ser tan específicos y causar efectos secundarios 

(310). Por ejemplo, el más utilizado de estos últimos es el AA-861 desarrollado por Takeda 

Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan). Es un potente inhibidor competitivo de la 5-LO y 

no tiene ningún efecto sobre las actividades 12-LO y COX por debajo de la concentración 

de 10 M.

Ligandos del hierro:

Los compuestos que actúan como ligandos del hierro son potentes inhibidores de la 

5-LO ya que a través de sus grupos hidroxamínicos o N-hidroxiurea quelan el lugar activo 

del hierro. Por ejemplo, el compuesto BW-A4C es un miembro de los ácidos 

hidroxamínicos que actúa como inhibidor selectivo de la 5-LO presentando una IC50 de 40 

nM en granulocitos estimulados (312) sin embargo, sufre una rápida inactivación 
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formándose radicales nitróxidos muy tóxicos. Esto dio lugar al desarrollo por los 

laboratorios Abbot de un compuesto más estable derivado de la N-hidroxiurea el A-64077, 

más conocido como ziuletón (313). El ziuletón fue el primer inhibidor de la síntesis de LTs 

de eficacia clínica en humanos, de hecho está disponible en Estados Unidos desde 1997 

para el tratamiento del asma. El ziuletón inhibe de forma consistente la inducción de la 

síntesis de LTs en una gran variedad de tipos celulares animales (rata, ratón, cobaya, 

mono) y humanos con valores de IC50 entre 0.5 y 1 M careciendo de capacidad para 

inhibir las actividades 12- y 15-LO (313,314). Los estudios clínicos demostraron que el 

ziuletón causaba una mejora sustancial de las funciones de las vías respiratorias reduciendo 

los síntomas febriles del asma y disminuyendo la necesidad de la administración de 

agonistas –beta o de glucocorticoides (315). El ziuletón muestra una clara eficacia no sólo 

en el asma sino también en la rinitis alérgica, la artritis reumatoide y en la enfermedad

inflamatoria intestinal (316). En la colitis ulcerosa el ziuletón es efectivo pero no tiene

ninguna ventaja terapéutica respecto a otras terapias convencionales. La segunda

generación de compuestos derivados de la N-hidroxiurea ha tratado de solventar las

desventajas del ziuletón como son su corta vida media después de la administración por via 

oral (3 horas) y la elevada dosis efectiva. Así, el ABT-761 inhibe la actividad de la 5-LO 

en neutrófilos con una IC50 de 23 nM (317). Además, en modelos animales de

broncoespasmo este compuesto es 5 veces más potente que el ziuletón y tiene una vida 

media de hasta 16 horas (317). También reduce la excreción urinaria de LTE4 en la 

broncoconstricción inducida por el ejercicio en pacientes asmáticos (318)).

Otro compuesto de la serie de N-hidroxiureas actualmente en fase II para el 

tratamiento del asma es el LDP-977 (CMI-977). Es un potente inhibidor oral de la

actividad 5-LO con valores de IC50 de 120 nM en sangre total y de 100 nM las vías 

respiratorias (inhibición de la contracción inducida por IgE). Es de 5 a 10 veces más 
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potente que el ziuletón y parece demostrar una mayor vida media por lo que tan sólo seria 

necesario una dosis diaria (199). 

Inhibidores competitivos no-redox:

Los inhibidores no-redox compiten con el AA por la unión al lugar activo de la 5-

LO. Entre este tipo de inhibidores se encuentran compuestos de la serie de

metoxialquiltiazoles y metoxitetrahidropiranos (319-321). El ZM211965 es muy potente in

vitro con IC50 de 8 nM en macrófagos de ratón y de 400 nM en sangre total humana (322).

Sin embargo, in vivo este tipo de compuestos presenta una capacidad de inhibición 

moderada debido a su baja solubilidad en agua y vida media muy cortas. La optimización

de la estructura de estos compuestos a dado lugar al desarrollo del ZD2138 y su análogo 

ZM230487 que además de ser 10 veces más potentes que el ZM211965 en sangre total 

(IC50 20-50 nM) mejoran su actividad después de la administración por vía oral (319). La

empresa farmacéutica Merck también ha conseguido obtener compuestos de estructura 

híbrida muy potentes y activos oralmente entre los que destaca el L-697,198 el cual inhibe 

la síntesis de LTB4 en PMN humanos con una IC50 de 1.5 nM (323). 

Sin embargo, el ZD2138 a pesar de ser muy potente en muchos modelos ex vivo e 

in vitro es incapaz de suprimir la generación de LTs en los lugares de inflamación crónica 

(324,325). Además, en ensayos funcionales in vivo se requieren concentraciones muy

superiores a las utilizadas ex vivo para obtener resultados comparables (326). Por ejemplo,

en pacientes asmáticos el ZD2138 no protege de la respuesta asmática inducida (327) y es 

incapaz de prevenir la inflamación o el desarrollo hiperrespuesta pulmonar (325). Es 

importante destacar que la inhibición de la 5-LO por este tipo de compuestos (ej., 

ZD230487) claramente se ve disminuida cuando existe un ambiente de estrés oxidativo y 

un incremento de los niveles de peróxidos (328). El análisis de la cinética de inhibición del 

ZD230487 muestra una inhibición competitiva de la 5-LO bajo condiciones no reductoras
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mientras que este compuesto actúa como un inhibidor no competitivo cuando el nivel de 

hidroperóxidos es bajo. Así, se considera que los inhibidores no-redox de la 5-LO son 

potentes inhibidores de la síntesis de LTs cuando el nivel de peróxidos es bajo. Esta podría 

ser una de las causas de la reducida eficacia del ZD2138 en los procesos fisiopatológicos

ya que durante las reacciones inflamatorias se produce un incremento significativo en los 

niveles de peróxidos.

Una nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de las enfermedades

inflamatorias se basa en el diseño de inhibidores duales capaces de inhibir las actividades

5-LO y COX. Entre este tipo de inhibidores se encuentra el ML-3000 (Licofelona) que ha 

entrado en fase III en el tratamiento de la osteoartriris. Este compuesto inhibe la 5-LO en 

granulocitos humanos y bovinos con una IC50 de 0.23 y 0.18 M respectivamente (329). 

También queda por describir el mecanismo de inhibición de la 5-LO que produce el 

isómero del ácido boswélico el ácido acetil-11-ceto-boswélico (AKBA). Este compuesto

actúa directamente sobre la 5-LO en un lugar diferente del lugar catalítico del AA 

(330,331), tiene una IC50 en PMN humanos intactos de 1.5 M y no tiene efectos sobre las 

actividades COX ni otras LOs. 

3.3. Inhibición de la FLAP 

Durante la búsqueda de compuestos indol derivados de los inhibidores de la COX 

como la indometacina y el sulindac, Merck desarrolló el primer inhibidor de la FLAP de 

evaluación clínica, el MK-886 (332). El MK-886 inhibe la generación de derivados de la 5-

LO en leucocitos intactos (IC50, 2.5 nM) pero es menos eficiente en sangre total (IC50, 1.1 

M) y lo que es más significativo, es incapaz de suprimir la actividad 5-LO cuando se

utiliza la 5-LO purificada o cuando se añade a una preparación de células disgregadas 
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(332). La administración oral de MK-886 a individuos asmáticos sólo disminuye la 

producción ex vivo de LTB4 en sangre total y los niveles de LTE4 en orina un 50% (333). 

También se han desarrollado otro tipo de compuestos de estructura quinolina o 

estructura híbrida entre la quinolina y el indol capaces de unirse a la FLAP e inhibir la 

biosíntesis de LTs en células intactas (333-337). El compuesto de estructura quinolina 

Bay-X-1005 es un potente inhibidor de la síntesis de LTs desarrollado por Bayer AG para 

el tratamiento del asma (338,339). Inhibe la síntesis de LTs en leucocitos aislados de rata 

(IC50, 26 nM) y leucocitos humanos (IC50, 220 nM) (340). También disminuye la 

formación de LTs en las vías respiratorias (341) así como la broncoconstricción y la 

síntesis de LTs provocada por alérgenos en individuos asmáticos (342). Además, la unión 

de Bay-X-1005 a la FLAP se correlaciona con la inhibición de la síntesis de LTB4 (343). 

El MK-0591 representó la segunda generación de inhibidores indol desarrollada por Merck 

(344). Este compuesto es un hibrido indol/quinolina que al igual que el MK-886, bloquea 

la actividad 5-LO uniéndose a la FLAP e impidiendo la translocación y activación de la 5-

LO. Es un potente inhibidor de la biosíntesis de LTs tanto in vivo como in vitro (333-335) 

pero en los trials clínicos con asmáticos no ha demostrado ser muy eficaz (333). 

Los inhibidores de la FLAP MK-886, Bay-X- 1005 y MK-0591 inhiben de forma

muy potente la síntesis de LTs en PMN aislados humanos pero en los ensayos con sangre 

total estas drogas bajan su efectividad de 50 a 200 veces (333-335,340). La reducida

eficacia de estos compuestos en ensayos con sangre total podría explicarse por la 

existencia de proteínas en el plasma que se unen a estas drogas o por la competición de

estas moléculas con el AA u otros ácidos grasos poliinsaturados en cis por la unión a la 

FLAP (85,87). De hecho, la adición de AA a granulocitos estimulados con ionóforo o a

linfocitos B reduce la eficacia del MK-886 al comparar con las células control estimuladas

únicamente con ionóforo o cuando se limita la disponibilidad de substrato (83,84). 
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Globalmente se podría decir que bajo condiciones de elevados niveles de AA libre (ej. 

inflamación), la FLAP podría tener menor importancia para la formación de LTs lo que

explicaría la menor eficacia de sus inhibidores. 

Es importante destacar que los inhibidores de la FLAP pueden afectar a otras

funciones celulares independientemente de su unión a la FLAP y del bloqueo de la síntesis 

de LTs. Entre estos efectos se ha encontrado que pueden inhibir la cadena respiratoria en

neutrófilos (340,345) y la actividad de la LTC4 sintasa (72). Ya que los ácidos grasos 

poliinsaturados en cis pueden modular muchas vías de señalización celular como 

fosfolipasas, proteín quinasas, proteínas G, canales iónicos,... (346), no sería extraño que

los inhibidores de la FLAP pudieran competir con estas moléculas por su lugar de unión y 

afectar así a otras funciones celulares.

4. Estudios con ratones modificados genéticamente (ratones knockout)

El desarrollo de ratones deficientes en alguno de los genes que participan en la vía 

de la 5-LO ha ido en aumento durante la última década. Entre ellos se incluyen genes 

implicados en la biosíntesis de LTs como por ejemplo, la 5-LO, la LTA4 hidrolasa y la

LTC4 sintasa, y genes implicados en el mecanismo de acción de estos eicosanoides como

por ejemplo, los genes que codifican para los receptores del LTB4 y de los cisteinil-LTs. 

La investigación con estos ratones constituye un gran avance para el mejor entendimiento

de esta vía metabólica así como del papel fisiopatológico de los LTs. A continuación se 

resumen los resultados obtenidos hasta la fecha, enfocados en la biosíntesis y acción de los 

cisteinil-LTs.
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4.1. Deficiencia del gen de la 5-LO 

En el año 1994, dos grupos simultáneamente el grupo de Colin Funk y el grupo de 

Beberly Koller, generaron los ratones deficientes en la 5-LO utilizando la estrategia de

disrupción génica por recombinación homóloga en células madre embrionarias (308,347). 

Estos ratones incapaces de sintetizar LTs se desarrollan en el útero sin anormalidades

aparentes y nacen, crecen y se reproducen sin problemas. También, las células deficientes 

en la 5-LO tienen en algunos aspectos, un comportamiento in vitro aparentemente normal.

Por ejemplo, los mastocitos derivados de la médula ósea activados con ionóforo A23187 

liberan los componentes de los gránulos en cantidades normales y además sintetizan 

prostaglandinas a niveles equivalentes a los liberados por las células de los ratones wild-

type. Los macrófagos peritoneales de los ratones deficientes en este enzima también

sintetizan niveles normales de prostaglandinas en respuesta a zimosán pero tienen una

capacidad parcialmente disminuida para la fagocitosis si se les compara con los

macrófagos peritoneales de los ratones wild-type. (308,348). Existen numerosos estudios 

que utilizan estos ratones deficientes para evaluar el papel fisiopatológico de los LTs y 

como ocurre en los estudios con knockouts no siempre los resultados confirman una 

hipótesis de trabajo. Los ratones deficientes en la 5-LO presentan menores signos de 

inflamación sólo en determinados modelos experimentales como el edema en la oreja 

causado por AA, la peritonitis inducida por glicógeno o zimosán, el shock inducido por el 

PAF o el asma inducido por ovalbúmina (para una revisión exhaustiva consultar la Ref. 

(349)). No parece que los LTs jueguen un papel importante en el shock endotóxico 

causado por la endotoxina o en el edema en la oreja causado por ésteres de forbol, en su 

lugar sería más importante la acción de las prostaglandinas (308). En la peritonitis inducida 

por zimosán y gracias a la utilización de ratones knockout para el gen de la LTC4 sintasa se 

ha corroborado que el LTB4 es el responsable del reclutamiento de neutrófilos mientras
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que los cisteinil-LTs están mayormente implicados en los cambios de la permeabilidad

vascular peritoneal (350). El papel de la vía de la 5-LO como importante sistema de 

defensa contra patógenos extraños también ha sido analizado en los ratones deficientes en 

la 5-LO. En los primeros estudios en los que se infectó a estos ratones con S. mansoni, L.

monocytogenes y N. brasiliensis no existieron claras evidencias de un fuerte papel de esta 

vía en la defensa humoral (351,352). Sin embargo, en la infección pulmonar causada por 

Klebsiella pneumoniae la vía de la 5-LO sí que parece ser relevante. De hecho, el LTB4

juega un papel clave en el aumento de la actividad fagocitaria bacteriana de los neutrófilos 

mediada tanto por los receptores Fc como por el receptor del complemento (353,354).

Es importante destacar que en el ratón, los metabolitos derivados de la 5-LO 

participan activamente en la patogénesis de la fibrosis pulmonar causada por la bleomicina

(comentario en el punto 4.2.5) (266). Este modelo experimental reproduce las 

características de un grupo de enfermedades pulmonares de diversa etiología que cursan 

con el desarrollo de fibrosis pulmonar. Después de la administración de bleomicina, los 

ratones deficientes en la 5-LO presentan histológicamente menores niveles de colágeno y 

una disminución significativa de los niveles de hidroxiprolina en pulmón así como menor

número de células inflamatorias. El mecanismo exacto del efecto protector a la bleomicina

en ausencia de LTs se desconoce pero en este trabajo se sugiere que tanto es causa de un 

efecto directo de la ausencia de LTs como de un efecto indirecto mediante el cual se 

modula la síntesis de otros factores antiinflamatorios y antifibróticos. Así, en este estudio 

se demuestra que los leucocitos pulmonares de los ratones knockout producen mayores

cantidades de interferón  y que los niveles de PGE2 en los lavados pulmonares de estos

ratones también están aumentados (266).

Por otro lado, también se ha descrito que la 5-LO es el principal gen implicado en 

el desarrollo de lesiones arterioscleróticas en el ratón. La desaparición de sólo una copia 
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del gen de la 5-LO en ratones deficientes en el receptor de LDL es la responsable de una 

disminución del 95% en el área lesionada, a pesar de que los niveles de colesterol son muy 

similares entre los ratones con las dos copias de la 5-LO y los ratones con tan sólo una 

copia (355). Recientemente, el mismo grupo ha publicado un estudio realizado en humanos

que apoya la tesis de la importancia de la 5-LO en la arteriosclerosis. Aunque no es muy

exhaustivo, describe la existencia de variantes alélicas en el promotor de la 5-LO (a nivel 

del lugar de unión de Sp1) que se asocian a un mayor grado de arteriosclerosis (356). 

En los modelos experimentales de isquemia/reperfusión intestinal y de pancreatitis 

aguda en los que la inflamación y el daño celular son causados principalmente por 

neutrófilos, la deficiencia en el gen de la 5-LO hace a estos ratones más resistentes al daño 

inflamatorio lo que hace sugerir un papel proinfalmatorio importante de los metabolitos de

la 5-LO en estos sistemas (357,358). Por otro lado, y en un modelo de transplante renal en 

ratón donde los estudios farmacológicos indicaban que los LTs participaban en el rechazo 

del transplante, los resultados obtenidos con los ratones knockout para la 5-LO indicaron lo 

contrario. Así, en los ratones deficientes en el gen de la 5-LO se acelera el rechazo por lo 

que los autores concluyen que en este modelo, los metabolitos de la 5-LO serían necesarios 

para incrementar la supervivencia del transplante (359). 

4.2. Deficiencia del gen de la FLAP 

Como se ha comentado anteriormente, la FLAP actúa como proteína accesoria para 

facilitar la trasferencia del AA a la 5-LO (41). Los estudios in vitro sugieren que la FLAP 

es imprescindible para la síntesis de LTs, y el desarrollo de los ratones deficientes en esta 

proteína así lo confirman (82). De hecho, el fenotipo de estos ratones parece mimetizar el 

de los ratones deficientes en la 5-LO. Así, la FLAP parece ser importante en algunos

modelos inflamatorios como es la inflamación inducida por AA o PAF así como en el 
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edema causado por la peritonitis provocada por zimosán. Sin embargo, en la anafilaxis 

pasiva causada por IgE o en la hipersensibilidad de tipo retardado no existen diferencias 

significativas entre los ratones deficientes y los ratones wild type. Además, los datos 

aportados en este estudio confirman que en la respuesta inflamatoria, la FLAP no tiene 

otras funciones adicionales diferentes a las de su papel en la síntesis de LTs (82). En el

modelo experimental de artritis reumatoide en el ratón, la deficiencia en la FLAP reduce 

substancialmente la severidad de la artritis inducida por el colágeno. Se reduce la 

infiltración leucocitaria en el tejido conectivo sinovial así como la extravasación de plasma

a la cavidad sinovial. También disminuye la destrucción de cartílago en comparación con 

la inflamación y destrucción observadas en las articulaciones del ratón wild type (360). Es 

importante destacar los resultados de un reciente trabajo publicado en la revista Nature

Genetics en el cual se describe (y del mismo modo que ocurre con la 5-LO ver Ref. (356)), 

que la presencia de determinadas variantes alélicas a lo largo del gen de la FLAP está 

asociada a un mayor riego de sufrir un infarto de miocardio en una población muy definida 

de Islandia (361). 

4.3. Deficiencia del gen de la LTA4 hidrolasa 

La LTA4 hidrolasa es una enzima bifuncional ubicua que además de catalizar la 

transformación del epóxido inestable LTA4 a LTB4 también posee actividad 

aminopeptidasa (362,363). Los ratones deficientes en esta enzima se desarrollaron en 1999 

(364) y hasta la fecha sólo existe este estudio en el que se compara la contribución de los

cisteinil-LTs versus LTB4 en las reacciones inflamatorias agudas. Durante la peritonitis

inducida por zimosán no se producen niveles detectables de LTB4 y sí la producción de 

LTC4 que incluso se ve aumentada. En el modelo de inflamación inducido por AA, la

reducción en el número de neutrófilos reclutados en los ratones deficientes en la LTA4
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hidrolasa es muy similar a la respuesta observada en los ratones deficientes en la 5-LO por 

lo que el LTB4 sería el que contribuye a la respuesta inflamatoria celular. Por lo que 

respecta a la respuesta vascular es decir, a la formación de edema y extravasación de 

plasma no sólo están implicados los cisteinil-LTs sino también el LTB4. En otro modelo

inflamatorio como es el shock inducido por PAF, el LTB4 parece ser el principal

responsable de los implicado en esta patología. En este trabajo además, los autores no 

identificaron ningún papel in vivo para la actividad aminopeptidasa de la LTA4 hidrolasa 

(364).

4.4. Deficiencia del gen de la LTC4 sintasa 

 La LTC4 sintasa es una proteína de membrana con actividad glutatión S-transferasa

que tiene al LTA4 como único substrato (365). Pertenece a una superfamilía de proteínas

de membrana implicadas en el metabolismo de los eicosanoides y del glutatión dentro de 

las cuales también se incluye la FLAP y las glutatión S-transferasas microsomales

(MGSTs) (366). Los ratones deficientes en esta enzima tienen un desarrollo normal y son 

fértiles (350). La síntesis de LTC4 se reduce más de un 90% en pulmón, estómago y colon. 

In vitro, y después de la estimulación con IgE, los mastocitos derivados de la médula ósea 

de estos ratones no producen niveles detectables de LTC4 pero sí niveles de PGD2, LTB4 y 

5-HETE muy similares a los de los ratones wild-type. En cambio, en estas condiciones y 

con respecto a los wild-type sí que se observa que los mastocitos de los ratones deficientes 

producen mayores cantidades de 6-trans LTB4, producto de la degradación del LTA4. La

extravasación de proteína plasmática a la cavidad intraperitoneal inducida por zimosán o la 

anafilaxis retardada causada por la IgE se encuentran significativamente reducidas en los

ratones deficientes en la LTC4 sintasa. Los resultados de este primer estudio con estos 

ratones indican que la LTC4 sintasa y no otras MGSTs es la principal responsable del 

59



INTRODUCCIÓN

incremento en la permeabilidad vascular que tiene lugar en las respuestas inflamatorias

innatas o adaptativas (350). De nuevo comentar aquí el trabajo publicado por Beller y 

colaboradores en el que se observa que los ratones que carecen de LTC4 sintasa y por lo 

tanto, no producen cisteinil-LTs, están protegidos de la respuesta inflamatoria y 

fibrogénica producida por la bleomicina (267). 

4.5. Deficiencia del gen de la -glutamil transpeptidasa (GGT) y -

glutamil leucotrienasa (GGL) 

La GGT se caracterizó in vitro como la enzima que cataliza la conversión del LTC4

a LTD4 mediante la escisión del residuo -glutamil situado en la posición C-6 del LTC4

(28). Durante la caracterización del ratón deficiente en GGT se observó que aún 

continuaba produciéndose LTD4 a partir de LTC4 en muchos tejidos como el bazo, el 

intestino delgado, y el riñón. Además, los ratones deficientes en GGT presentaban 

glutationemia y glutationuria y morían muy prematuramente (367). Así, este fenotipo no 

estaba relacionado con la conversión de LTs sino con una alteración en la homeostasis de 

la cisteína y del glutatión reducido. No fue hasta 1998 que se descubrió otra actividad 

enzimática de la familia de las GGT capaz de transformar el LTC4 a LTD4, a esta enzima

se le denominó -glutamil leucotrienasa (GGL) (368) y parece ser la responsable de la

formación de LTD4 in vivo (369). De hecho, los estudios con los ratones knockout indican

que aunque sólo las actividades GGT y GGL son las responsables de la transformación del 

LTC4 a LTD4, la ausencia de GGL ya es suficiente para disminuir la producción de LTD4

durante la inflamación peritoneal en el ratón resultando además en una atenuación de la 

respuesta inflamatoria aguda (370).
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4.6. Deficiencia del gen de la dipeptidasa ligada a membrana (MBD)

La MBD cataliza la transformación del LTD4 a LTE4 mediante la eliminación de un 

residuo de glicina del dipéptido cisteinil-glicina situado a nivel del C-6 del LTD4. Los

ratones deficientes en la MBD son viables y fértiles, y de ellos se esperaba que tuviesen un 

incremento en la respuesta anafiláctica ya que el LTD4 es mucho más potente que el LTE4.

Esto aún no se ha podido comprobar porque estos ratones continúan siendo capaces de

formar LTE4 de forma que dependiendo del tejido estudiado, se observa una producción de

este eicosanoide que oscila entre el 16 y el 90% (371). De hecho, recientemente se han 

caracterizado en el ratón dos proteínas adicionales pertenecientes a la familia de MBD, la 

MBD-2 y la MBD-3, de elevada homología aminoacídica con determinadas secuencias de 

cDNA humanas (372). La expresión de estas proteínas difiere entre tejidos si bien tanto la 

MBD-1 como la MBD-2 se encuentran en el pulmón y parecen ser las responsables de la

eliminación de LTD4 en este tejido. También existen entre ellas diferencias en cuanto a la 

especificidad de substrato. Así, la MBD-3 hidroliza preferentemente otros substratos

diferentes del LTD4 que también presentan el dipéptido cisteína-glicina (372).

4.7. Deficiencia en el gen del receptor de cisteinil-LTs, Cys-LT1

La producción de los ratones deficientes en el receptor Cys-LT1 es muy reciente 

(300) de hecho, este receptor murino fue caracterizado tan sólo un año antes por varios 

grupos casi simultáneamente (373-375). En el primer trabajo con estos ratones knockout, se 

examinó la extravasación plasmática y la infiltración de neutrófilos en la inflamación

peritoneal inducida por zimosán y la extravasación plasmática en el modelo de anafilaxis 

pasiva cutánea mediada por la IgE (300). Mientras que los macrófagos peritoneales de los

ratones wildtype presentan los receptores Cys-LT1 y Cys-LT2 y responden más al LTD4
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que al LTC4 (1 M), los ratones deficientes en el receptor Cys-LT1 no responden a ninguno 

de estos dos LTs. La extravasación plasmática se ve significativamente disminuida tanto en 

el modelo de inflamación peritoneal por zimosán como en el de anafilaxis pasiva, sin 

embargo, no existen diferencias en cuanto a la infiltración de neutrófilos entre los ratones 

wildtype y los knockout. Estos resultados son prácticamente idénticos a los obtenidos con 

los ratones deficientes en la LTC4 sintasa (350) en los que sí se sintetiza LTB4 responsable

de este efecto quimiotáctico. La caracterización del receptor Cys-LT2 en ratón es aún más

cercana (376,377) por lo que aún no existen estudios con knockouts para este receptor. Sí 

que ha aparecido recientemente un trabajo que utiliza ratones deficientes en el receptor 

Cys-LT1 y ratones deficientes en la LTC4 sintasa para tratar de averiguar cuál es el posible

papel de los receptores Cys-LT1 y Cys-LT2 durante la inflamación y fibrosis pulmonar 

inducida por la bleomicina (267). En los ratones deficientes en la LTC4 sintasa (no 

producen cisteinil-LTs), la inflamación y fibrosis tisular se encuentran significativamente

reducidas mientras que en los ratones knockout para el receptor Cys-LT1 estos procesos de 

remodelado tisular se agravan. Estos resultados además de corroborar el papel de los 

cisteinil-LTs como mediadores de inflamación profibrogénicos, indican que el receptor 

Cys-LT1 no es el que media las señales para el desarrollo de fibrosis pulmonar y apuntan a 

que el receptor responsable del efecto profibrótico de los cisteinil-LTs en el pulmón es el 

receptor Cys-LT2 (267).

5. Nuevas implicaciones de la 5-LO

5.1. Proliferación celular y cáncer 

Inhibición de la 5-LO y apoptosis

Estudios recientes demuestran que la 5-LO juega un papel clave en la proliferación y 

supervivencia celular (378). En este sentido, la inhibición de la actividad 5-LO es capaz de 
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bloquear el crecimiento celular o bien inducir apoptosis en diferentes tipos celulares como 

neuronas, mastocitos, células mesoteliales y endoteliales (26,279,379-381) y en algunos 

tipos de células cancerígenas de pulmón, próstata, páncreas, colon y mama. En estos y 

otros estudios se han utilizado una gran variedad de inhibidores de la actividad 5-LO para 

estudiar el efecto de esta enzima sobre la proliferación celular incluyendo los compuestos:

MK-886, AA-861, NDGA, A-79175, BW-755c, BW-A4C, BW-B70C, ziuletón, A-63162, 

SC-41661A, ICI-230487, cirsiliol, L-651392 y L-651896 (para una revisión exhaustiva 

consultar Ref. (382)). Entre ellos, el MK-886 es el único que induce apoptosis 

independientemente de la inhibición de la actividad 5-LO ya que es capaz de inducir la 

muerte celular en células que no expresan la 5-LO ni otras LOs (383-385).

Poco se conoce hasta la fecha sobre los mecanismos por los cuales la inhibición de la 

5-LO induce apoptosis. Como se extenderá más adelante, alguno de sus metabolitos como

el 5-HETE, son capaces de revertir la apoptosis inducida por los inhibidores específicos de 

la 5-LO en células humanas de cáncer de prótata (386) lo que sugiere que estos metabolitos

son necesarios para el crecimiento celular. Sin embargo, también se ha postulado que este 

efecto sea debido a otros factores como son la acumulación intracelular de AA libre (387), 

la interación directa de la 5-LO con proteínas relacionadas con la señalización intracelular 

y la organización del citoesqueleto (122,132), el VEGF (379) o la up-regulation de los 

PPARs  y  (388). En el caso de la apoptosis no dependiente de 5-LO inducida por el 

MK-886 y dada la semejanza estructural de este compuesto con un ácido graso se ha 

postulado que éste puede interaccionar con otras moléculas como por ejemplo los PPARs. 

Estos receptores una vez activados se transforman en factores de transcripción y pueden 

activar la transcripción de muchos genes, entre ellos genes implicados en el crecimiento

celular (389). De hecho recientemente se ha observado que el MK-886 inhibe 
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eficientemente al PPAR  aunque se desconoce qué gen o genes se encuentran afectados 

por este bloqueo de la atividad del PPAR  (390). 

Eicosanoides derivados de la 5-LO y proliferación celular

Hasta la fecha se desconocen con exactitud los mecanismos implicados en el efecto de 

la 5-LO sobre el crecimiento celular. Existen estudios que demuestran el efecto 

proliferativo de algunos metabolitos de la vía de la 5-LO como son el 5-HETE, los

cisteinil-LTs y en menor proporción el LTB4. El 5-HETE por ejemplo, estimula la 

proliferación celular de diferentes lineas celulares cancerígenas y es capaz de revertir el 

efecto antiproliferativo de la inhibición de la 5-LO (178,181,379,386,391). En cuanto a la 

vía de señalización intracelular del 5-HETE, se ha observado que en el adenocarcinoma de

próstata, la estimulación del crecimiento producida por este compuesto parece estar 

mediada por un receptor de membrana ligado a proteínas G que aún no ha sido clonado 

(181). También se ha determinado recientemente que el 5-HETE estimula el crecimiento

de células microvasculares endoteliales humanas (HMVEC) a través de la inducción de la

expresión del factor de crecimiento de fibroblastos básico 2 (bFGF-2) y que este efecto se 

debe a la activación coordinada de las vías señalización PI3-quinasa/Akt y Jak/STAT (26).

De entre los cisteinil-LTs, el LTD4 es el principalmente involucrado en el crecimiento

de distintos tipos celulares. Por ejemplo, en presencia de determinadas citoquinas es capaz 

de incrementar el crecimiento de células progenitoras hematopoiéticas a través de su 

acción sobre el receptor Cys-LT1 (392). La activación de este receptor por el LTD4

también se asocia a un incremento en la proliferación de células epiteliales intestinales

(258,393), células musculares lisas vasculares (259,394), células epiteliales glomerulares

(395) y células mesangiales renales (396). En el caso de éstas últimas, se ha descrito que la 

inducción de la proliferación requiere de la activación tanto de la quinasa regulada por 
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señales extracelulares erk como de la activación de la PI3-quinasa (396) así como de la 

transactivación del receptor beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGFRbeta) (397). Sin embargo, el efecto antiapoptótico del LTD4 sobre las células

epiteliales intestinales parece estar mediado por una disminución de la activación de la 

caspasa 8 así como de la generación de la forma activa de la proteína proapoptótica Bid 

(398). El LTC4 es un potente mitógeno para células epiteliales glomerulares (257) y células 

endoteliales de aorta (256). También es importante destacar que los cisteinil-LTs pueden 

modular la proliferación de fibroblastos humanos procedentes de la piel (255). Tanto el 

LTC4 como el LTB4 ejercen un potente efecto estimulador y sinérgico sobre la 

proliferación inducida por el GM-CSF en células progenitoras mieloides humanas (399). 

Se ha encontrado que el LTB4 potencia la proliferación en linfocitos T y B inducida por la 

IL-2 y la IL-4, respectivamente (400,401) y que es capaz de revertir la apoptosis 

constitutiva de los PMN humanos (402). 

5.2. Osteoporosis 

Aunque no existen muchos estudios sobre el papel de los metabolitos de la 5-LO en el 

metabolismo del hueso, los datos existentes hasta la fecha indican una función diferente a 

la de las PGs. Las PGs de la serie E estimulan la reabsorción de hueso in vitro (403) y la

formación de hueso tanto in vitro como in vivo (404). Sin embargo, los metabolitos de la 5-

LO parecen ser reguladores negativos de la formación de hueso. El 5-HETE y los cisteinil-

LTs estimulan la formación y actividad de los osteoclastos in vitro (405) y esta actividad 

inducida por los LTs se asocia con una mayor reabsorción de hueso tanto in vivo como in

vitro (406,407). De hecho in vitro, se ha demostrado que el 5-HETE y en menor medida el 

LTB4 son potentes inhibidores de la formación de hueso en un modelo experimental de 

osteoblastos fetales de rata (408). Se especula que estos metabolitos podrían disminuir la 
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función osteoblástica o la formación de hueso en condiciones patológicas donde existe una 

elevada producción de estos eicosanoides. Tal es el caso de la artritis reumatoide, de

hecho, los pacientes con esta enfermedad que no han recibido un tratamiento con 

glucocorticoides tienen una tasa de formación ósea significativamente inferior a la 

observada en los sujetos sanos (409). 

5.3. Arterioesclerosis 

Los mecanismos implicados en la inflamación y aterogénesis de la pared arterial son

motivo de multitud de trabajos de investigación. Entre ellos están los estudios sobre la 

hipótesis de la oxidación lipídica que tiene a las LDLs oxidadas como responsables de un 

mayor daño arterial y de la formación de células espumosas (410,411). De entre las 

distintas LOs, la 15-LO es la que inicialmente se ha observado capaz de oxidar a la LDL 

(412) aunque los estudios en la arteriosclerosis en humanos son limitados. La implicación

de la vía de la 5-LO en el proceso arteriosclerótico no ha recibido mucha atención hasta 

hace pocos años. De hecho en ratones susceptibles a padecer arteriosclerosis se ha definido

al gen de la 5-LO como el principal responsable de esta susceptibilidad (355,413). Con el 

objetivo de establecer qué relación existe entre la vía de la 5-LO y la arteriosclerosis en 

humanos Spanbroek y colaboradores estudiaron la expresión de los genes implicados en la 

cascada de la 5-LO en las arterias coronarias y carótida así como en la aorta (414). Los 

resultados de este estudio indicaron que la 5-LO se encuentra de forma abundante a nivel 

de monocitos/macrófagos, células dendríticas, mastocitos y granulocitos neutrofílicos y 

que además el número de células positivas para la 5-LO aumenta en las lesiones arteriales

avanzadas. Por el contrario, la expresión de la 15-LO tanto en las arterias de los sujetos

sanos como de los pacientes con arteriosclerosis fue muy baja comparada con la expresión

de la 5-LO y además no se asociaba con la patología (414). Los autores concluyeron que 
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en la arteriosclerosis, la 5-LO podría estar implicada principalmente en los estadíos más

avanzados de la enfermedad y no descartaron un papel activo de la 15-LO en estadíos 

previos sólo a nivel de determinados tipos celulares monocíticos. En un estudio mucho más 

reciente realizado en humanos y ya comentado anteriormente, se describen diferentes 

variantes genotípicas para el promotor de la 5-LO asociadas a un incremento en la 

arteriosclerosis. Además, el análisis estadístico de la relación existente entre la dieta y la 

presencia de estas variantes polimórficas sugiere que mientras los ácidos poliinsaturados

en n-6 promueven la inflamación asociada a la arteriosclerosis, la ingesta de ácidos 

poliinsaturados en n-3 la atenúa (356).

IV. Enfermedad hepática crónica. 

1. Aspectos generales. Eicosanoides y enfermedad hepática

La cirrosis hepática es una de las enfermedades del hígado con más prevalencia e 

incidencia en nuestro país. En Estados Unidos, donde existen datos concretos de 

incidencia, se producen aproximadamente 30.000 defunciones al año por esta enfermedad

a las que hay que sumar 10.000 muertes más por cáncer hepático derivado en la mayoría de

casos, de una cirrosis establecida (415). Las causas de la cirrosis son múltiples e incluyen

desórdenes congénitos, metabólicos, inflamatorios y tóxicos. Así, entre las causas más

conocidas encontramos el consumo crónico de alcohol, la hepatitis crónica vírica (B o C), 

la cirrosis biliar primaria, la hepatitis autoinmune, la hemocromatosis, la enfermedad de

Wilson, la colangitis esclerosante, el déficit de -1-antitripsina y el consumo de fármacos

hepatotóxicos.
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La cirrosis hepática es en realidad, el estadío final de una hepatopatía crónica y se 

caracteriza histológicamente por la presencia de una importante alteración de la 

arquitectura tisular por fibrosis con la aparición de nódulos de regeneración y contracción

del órgano. Una de las dificultades que se plantean a la hora del diagnóstico y el 

tratamiento de la cirrosis es el hecho de que esta enfermedad puede ser clínicamente latente 

y asintomática. Puede ser descubierta fortuitamente en la realización de un examen clínico

o bien diagnosticada en pacientes que son explorados por síntomas inespecíficos como 

anorexia, astenia o adelgazamiento. Es en estos casos, cuando la enfermedad no presenta 

complicaciones graves, cuando se le denomina cirrosis compensada. La posibilidad de que 

aparezca alguna de las complicaciones de la cirrosis hepática, ascitis, hemorragia digestiva

o encefalopatía, aumenta en relación a la duración de la enfermedad y a la aparición de los

trastornos hemodinámicos e insuficiencia hepática derivados tanto de la alteración vascular 

intrahepática así como de la reducción de la masa funcional hepática.

El tratamiento actual de la cirrosis pasa por eliminar el agente causante del daño

hepático (en el caso de que esto sea posible) por ejemplo, la administración de interferón, 

ribavirina o lamivudina en la hepatitis vírica o bien el uso del transplante hepático. El

transplante hepático es el único tratamiento curativo para la cirrosis muy avanzada y tiene 

un alto porcentaje de éxito ya que la tasa de supervivencia después de 5 años post-

transplante es del 75% (416). Sin embargo, además de existir una limitada disponibilidad 

de órganos existen determinados factores que hacen que no todos los pacientes puedan ser 

transplantados. Es por ello necesaria la búsqueda de tratamientos alternativos que resulten

eficaces. Como se detallará más adelante (punto 3 de este capítulo), cada vez son más

numerosas las evidencias de que el proceso fibrótico así como el estadío final de cirrosis
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pueden revertirse por lo que actualmente existe un enorme esfuerzo científico por

encontrar nuevas terapias antifibróticas realmente efectivas (415).

Una de las posibles dianas terapéuticas la constituye la vía biosintética de la 5-LO que

como ya se ha especificado es la enzima clave responsable de la síntesis de 5-HETE y LTs,

importantes mediadores lipídicos derivados del AA. Este grupo de eicosanoides incluye al

LTB4 implicado principalmente en la respuesta inflamatoria y los cisteinil-LTs que son

potentes agentes vasoconstrictores capaces de incrementar la permeabilidad vascular y 

ejercer importantes funciones proliferativas y profibrogénicas. El hígado además de ser el 

principal órgano responsable de la degradación y eliminación de LTs, siendo la vía biliar 

frente a la renal la principal ruta de excreción de los compuestos de degradación (417), 

también es capaz de producir y liberar LTs de forma endógena por lo que estos 

eicosanoides se posicionan como potenciales mediadores del daño hepático (417,418). Las 

evidencias experimentales indican que de entre estos eicosanoides, los cisteinil-LTs son los 

que principalmente están involucrados en los procesos fisiopatológicos que tienen lugar en 

el hígado, especialmente a nivel de la hemodinámica intrahepática (417,418). Los estudios

realizados con hígados aislados de rata sometidos a perfusión, demuestran que la 

administración de concentraciones nanomolar de LTC4 o LTD4 pueden producir una 

disminución del flujo de perfusión (en el caso de los sistemas de perfusión a presión 

constante) o un incremento de la presión portal (en el caso de la perfusión a flujo 

constante) y además inducir edema del tracto biliar y colestasis (417,419-421). Los 

estudios clínicos también establecen una asociación entre los cisteinil-LTs y la enfermedad 

hepática. De hecho, la excreción urinaria de LTE4 se encuentra incrementada en pacientes

cirróticos con o sin acitis, en la colestasis intrahepática, en la ictericia obstructiva, en el

síndrome hepatorenal y en la intoxicación aguda por alcohol (422-425). Durante los

últimos años y dadas las propiedades vasoconstrictoras, proliferativas y profibrogénicas de
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los cisteinil-LTs, ha habido un interés creciente por estudiar la vía de síntesis de estos 

eicosanoides en el hígado y el posible papel fisiopatológico de estos compuestos en la 

enfermedad hepática. Entre los estudios publicados en los últimos años sobre cisteinil-LTs 

y enfermedad hepática se encuentran los trabajos realizados para esta tesis doctoral y todos

ellos serán comentados en el apartado de discusión (para una revisión exhaustiva consultar 

Ref. (426)). 

2. Alteraciones intrahepáticas

Cuando la cirrosis es muy severa y se produce la completa desestructuración del 

parénquima hepático aparece insuficiencia hepática y transtornos hemodinámicos graves. 

Una de las primeras complicaciones hemodinámicas es la aparición de hipertensión portal 

que tiene lugar como consecuencia de un incremento en la resistencia intrahepática así

como de un aumento intrínseco del tono vascular de la microvasculatura hepática. Como se 

ha comentado anteriormente, la perpetuación de estas anomalías intrahepáticas acaban por 

dar lugar a la aparición del síndrome de circulación hiperdinámica, ascitis y encefalopatía 

hepática.

2.1. Fibrosis hepática 

La fibrosis hepática es la acumulación de tejido conectivo en el hígado como

consecuencia de un desequilibrio entre la producción y la degradación de proteínas de 

matriz extracelular (427). Como se extenderá más adelante, podemos decir que la línea de 

acontecimientos que desencadenan la fibrosis hepática se inicia con la aparición de una 

respuesta inflamatoria. En condiciones normales mediante la respuesta inflamatoria se 

consigue eliminar el agente causante del daño hepático. Sin embargo, en determinadas
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circunstancias, especialmente si el daño se produce de forma crónica y continuada, la 

respuesta inflamatoria no se resuelve de forma adecuada y se auto-perpetúa en el tiempo,

dando lugar a procesos de secreción inadecuada de matriz extracelular y a la aparición de 

fibrosis (428). Existen numerosos datos experimentales que apoyan la hipótesis de que las 

células hepáticas estrelladas (HSCs) son las principales mediadoras del daño tisular en esta 

última etapa del proceso fibrótico (427). Estas células en un hígado normal se distinguen 

principalmente por almacenar ácido retinoico. Sin embargo, bajo determinados estímulos

inflamatorios las HSCs se activan y se transforman en células tipo miofibroblasto,

expresan proteínas contráctiles como la -actina del músculo liso, son capaces de 

proliferar y producen los colágenos fibrilares presentes en el hígado cirrótico. Además, las 

HSCs activadas son capaces de contraerse en respuesta a determinados factores

vasoactivos como la endotelina y debido a su estratégica localización en el espacio de 

Disse, sobre las células endoteliales sinusoidales (ver punto 3 de este capítulo) contribuyen 

al incremento en la resistencia sinusoidal intrahepática y por lo tanto al desarrollo de 

hipertensión portal (429). 

Existe un gran esfuerzo científico centrado en las HSCs como diana terapéutica. Sin 

embargo, son menos los estudios centrados en la primera etapa de la fibrosis, cuando el 

proceso inflamatorio tiene lugar y las células de Kupffer se posicionan como las 

principales efectoras del daño hepático. Se ha demostrado que las células de Kupffer, 

mediante la liberación de eicosanoides junto con citoquinas y factores de crecimiento, 

desempeñan un papel primordial en la activación y proliferación de las HSCs (430-432). 

En este sentido se ha descrito que el medio condicionado procedente de cultivos de células

de Kupffer promueve la proliferación de las HSCs y la síntesis de colágeno, proteoglicanos 

e hialuronato (430-434), efecto que es más acentuado si las células de Kupffer se han 

aislado de hígados de ratas tratadas con CCl4 (433,434). Se han identificado numerosos
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compuestos liberados por las células de Kupffer que pueden ejercer este efecto 

proliferativo y estimulador de las HSCs, y entre ellos destacan los eicosanoides, TGF ,

PDGF, TNF , IL-1 e IFN  (para una revisión exhaustiva consultar Ref. (415)).

2.2. Hipertensión portal

La hipertensión portal es la manifestación clínica más frecuente de la cirrosis

descompensada, presentándose en más del 80% de estos pacientes. Su principal 

consecuencia es la formación de vasos colaterales que derivan la sangre portal a la

circulación sistémica evitando el paso a través del hígado. Estos vasos portosistémicos 

pueden derivar en varices esofágicas que tienen un riesgo muy elevado de sangrado 

masivo, complicación muy grave de la hipertensión portal con una mortalidad media en el 

primer episodio hemorrágico del 37% (435,436).

En un hígado normal y en respuesta a un incremento en el flujo sanguíneo, se produce 

la distensión del árbol intrahepático vascular disminuyendo así la resistencia intrahepática. 

Este es un mecanismo compensador que mantiene el gradiente de presión entre la vena 

porta y la vena cava dentro de los límites normales (entre 1 y 5 mmHg). Este fenómeno no 

ocurre en la cirrosis ya que los cambios morfológicos que tienen lugar en el hígado como 

la fibrosis, los nódulos de regeneración y la distorsión y obliteración estructural de los

vasos sanguíneos incrementan la resistencia intrahepática al paso del flujo sanguíneo portal 

elevando el gradiente de presión de manera significativa. Cuando estos valores son iguales 

o superiores a 12 mmHg pueden aparecer complicaciones derivadas de la hipertensión 

portal por esto se le considera como valor indicativo de hipertensión portal clínicamente

evidente (435,436).

En el desarrollo de la resistencia intrahepática no sólo juega un papel fundamental la 

distorsión estrutural asociada al daño hepático sino también el aumento intrínseco del tono 
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vascular de la microvasculatura intrahepática que tiene lugar durante el proceso cirrótico 

(437). Existen numerosas evidencias experimentales que demuestran que los sinusoides 

hepáticos son capaces de contraerse y relajarse en respuesta a diferentes agentes

vasoactivos (438). Además, la disminución en el calibre luminal de los sinusoides se 

colocaliza con los lugares de mayor presencia de células hepáticas estrelladas (HSC) (439). 

Como se ha comentado previamente y se extenderá después, estas células se localizan en el 

sinusoide hepático, emitiendo prolongaciones que rodean las células endoteliales 

sinusoidales. Las HSC pueden activarse y manifestar propiedades contráctiles provocando 

así una disminución del calibre sinusoidal. Por esto, tanto el estadío de activación de estas 

células como la presencia de agentes vasoactivos en la microcirculación hepática pueden

contribuir al desarrollo de resistencia intrahepática (429,440).

En la hipertensión portal crónica se desencadena un mecanismo de homeostasis

circulatoria que da lugar al denominado síndrome de circulación hiperdinámica. El cuadro

clínico de esta disfunción circulatoria viene determinado por una disminución de las

resistencias vasculares sistémicas, hipotensión, un incremento del volumen plasmático y 

del gasto cardíaco (441). Estas alteraciones son consecuencia de la severa vasodilatación 

de la circulación arterial esplácnica que tiene lugar cuando la hipertensión portal persiste 

en el tiempo (435). La primera consecuencia de esta vasodilatación local del área 

esplácnica es una vasodilatación arterial sistémica ya que el volumen sanguíneo no es 

capaz de llenar el árbol vascular. Durante la primera etapa de esta disfunción circulatoria, 

cuando aún no ha aparecido ascitis, y para mantener la presión arterial dentro de los límites

normales, tiene lugar la retención renal de sodio y agua lo que produce un incremento del 

volumen sanguíneo y del gasto cardíaco. Sin embargo, en fases más avanzadas de la

enfermedad cuando la vasodilatación esplácnica es muy severa, este mecanismo

compensador deja de ser suficiente para mantener la homeostasis circulatoria. La presión
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arterial disminuye causando una disminución del volumen sanguíneo central (corazón, 

pulmón y aorta). Es entonces cuando se activan los baroreceptores arteriales y 

cardiopulmonares desencadenadenando una respuesta neurohormonal con la activación del 

sistema nervioso simpático y de los sistemas renina-angiotensina-aldosterona y arginina-

vasopresina. La activación endógena de estos sistemas vasoconstrictores no mejora los 

trastornos hemodinámicos pues agravan la retención de sodio y agua por el riñón lo que 

conlleva a la aparición de ascitis.

La ascitis se define como la acumulación de líquido en la cavidad intraperitoneal y 

aparece tarde, cuando existe una hipertensión portal severa e insuficiencia hepática. En un 

50% de los pacientes diagnosticados de cirrosis hepática se desarrollará la formación de

ascitis en el plazo de 10 años. Es por esto, una de las complicaciones más frecuentes de la 

cirrosis y su aparición modifica desfavorablemente el pronóstico de estos pacientes. La 

probabilidad de supervivencia después de dos años de ser diagnosticada es del 40% pero el 

pronóstico es mucho peor en los casos de ascitis refractaria y peritonitis bacteriana 

espontánea (442).

Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos de la formación de ascitis, 

actualmente la hipótesis de la vasodilatación arterial periférica se configura como la más

aceptada. Según esta hipótesis se considera que la acumulación de líquido en la cavidad 

abdominal viene determinada en primer lugar, por la severa vasodilatación arterial

esplácnica que causa simultáneamente tanto la retención renal de sodio y agua como una

disfunción de la microcirculación esplácnica. El volumen arterial efectivo no puede

mantenerse a expensas de incrementar el volumen plasmático, el sistema linfático se 

vuelve incapaz de drenar el exceso de líquido intersticial retenido en la cavidad esplácnica

y éste finalmente se extravasa a la cavidad abdominal (443). 
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2.3. Patogénesis: inflamación y fibrosis

Como ya se ha comentado anteriormente, la cirrosis hepática es el estadio final de

muchas enfermedades crónicas del hígado siendo la consecuencia de un proceso 

inflamatorio y de reparación de tejido que tiene lugar en repuesta a una continua agresión 

externa. De forma muy resumida se puede decir que la línea de acontecimientos que se 

desencadena en respuesta al daño hepatocelular comienza por una respuesta inflamatoria.

La inflamación es la respuesta defensiva de los organismos vivos a la agresión de agentes 

externos, y comprende un amplio abanico de eventos como la activación enzimática, la 

liberación de mediadores solubles, la extravasación de fluidos, la adhesión y migración

celular y la destrucción del tejido lesionado y su posterior reparación. Si el daño 

hepatocelular se perpetúa en el tiempo, la respuesta inflamatoria no se resuelve 

adecuadamente y se desencadenan procesos de remodelado tisular con la consecuente 

secreción inadecuada de matriz extracelular y la aparición de fibrosis. En fases más

avanzadas aparece el cuadro histológico que define a la cirrosis con la pérdida completa de 

la arquitectura hepática. (ver Figura 8) (427). 

El proceso inflamatorio incontrolado juega un papel clave en el desarrollo de 

fibrosis hepática (427) y además, las células de Kupffer, que forman la mayor población de

macrófagos residentes en el cuerpo humano, se posicionan como una de las principales 

células inflamatorias efectoras iniciando la cascada inflamatoria que da lugar al 

remodelado tisular y la aparición de fibrosis (444-446). De hecho, las células de Kupffer

participan de forma muy activa en el inicio y la progresión de la fibrosis hepática liberando 

factores solubles como citoquinas, especies reactivas derivadas del oxígeno, y eicosanoides 

(444-446). Como ya se ha comentado en el punto 2.1 de este capítulo, estos fenómenos
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inflamatorios acaban por activar a las HSCs y en consecuencia se produce la síntesis 

inadecuada de colágeno, proteoglicanos y ácido hialurónico (445). 

Daño hepático

INFLAMACIÓN

FIBROSIS

CIRROSIS
Pérdida completa de la
arquitectura hepática
Fibrosis severa
Nódulos de regeneración

Estadío final de 
la hepatopatía
crónica

Proceso
reversible

Figura 8. Patogénesis de la enfermedad hepática crónica. La línea de acontecimientos que se

desencadena en respuesta al daño hepatocelular comienza con una respuesta inflamatoria cuyo objetivo es 

eliminar el agente causante del daño hepático. Si la lesión se perpetúa en el tiempo, la respuesta inflamatoria 

no se resuelve de forma adecuada y se desencadenan procesos de remodelado tisular con la consecuente

secreción inadecuada de matriz extracelular y la aparición de fibrosis. En fases más avanzadas de la 

enfermedad aparece el cuadro histológico que define a la cirrosis con la completa desestructuración del

parénquima hepático.

El estudio de los mecanismos involucrados en la perpetuación de la fibrosis y en 

consecuencia en la aparición de cirrosis ha adquirido mayor relevancia en los últimos años. 

Esto se debe a la existencia de numerosos estudios que evidencian que el proceso de 

fibrosis hepática es bidireccional y por lo tanto potencialmente reversible. Existen 

numerosos estudios realizados con modelos animales experimentales de daño hepático en 

los que se revierte con éxito la progresión de la fibrosis hepática con la eliminación o el
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bloqueo del estímulo fibrogénico (447-455). Además y lo que es más significativo, en 

humanos también se ha observado la posibilidad de regresión no sólo en determinados 

pacientes con fibrosis sino también en algunos pacientes con cirrosis establecida (456-

460).

Por todo esto, actualmente no sólo existe un gran interés por encontrar tratamientos

alternativos antifibróticos efectivos que puedan prevenir o revertir el proceso fibrótico sino 

también por encontrar criterios diagnósticos menos agresivos que la caracterización de la 

biopsia hepática para poder realizar un diagnóstico precoz y eficaz de la enfermedad. 

Muchos de los ensayos actuales fracasan a la hora de detectar esta enfermedad hepática en 

sus etapas iniciales ya que la fibrosis y la cirrosis pueden ser asintomáticas durante

décadas. Actualmente se está investigando para encontrar marcadores serológicos

indicativos de deposición hepática anormal de proteínas de matriz extracelular. Entre los

marcadores que se están estudiando se encuentran PIIINP, PICP, colágeno VI, tenascina,

indulina, colágeno XIV, laminina P1, ácido hialurónico, TIMP-1, MMP-2 y colágeno IV 

(415).

3. El sinusoide hepático

Para comprender los mecanismos celulares que tienen lugar durante el proceso 

fibrótico es importante explicar previamente cuál es la organización básica del hígado, el

sinusoide hepático.

El sinusoide hepático es la unidad estructural y funcional del hígado y constituye un 

sistema microvascular formado por diferentes tipos celulares altamente especializados 

(Figura 9).
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Las células del sinusoide hepático se dividen en células parenquimales, los 

hepatocitos, que constituyen más del 80% del volumen hepático, y las células sinusoidales

no-parenquimales (NPC) entre las que se encuentran las células de Kupffer, las HSCs 

también denominadas células de Ito, células perisinusoidales, lipocitos o células 

almacenadoras de grasa, las células endoteliales sinusoidales (SEC) y las células 

citotóxicas o pit cells (461).

Hepatocito

Célula Hepática Estrellada
(HSC)

Célula Endotelial

Célula de Kupffer

Espacio de Disse

Friedman SL et al. J. Hepatol. 2003

Figura 9. Células del sinusoide hepático. Las células que forman esta unidad funcional hepática son

las células parenquimales o hepatocitos y las células no parenquimales entre las que se engloban las

células hepáticas estrelladas, las células endoteliales sinusoidales y las células de Kupffer.

Las células de Kupffer representan el 29% del total de NPC y se localizan en el

lumen sinusoidal sobre las células endoteliales emitiendo prolongaciones citoplasmáticas

al espacio de Disse subendotelial, de modo que les permite estar en contacto directo con 

los hepatocitos y las HSC. Las SEC constituyen el 48% del total de NPC y forman la pared 

fenestrada de los sinusoides, mientras que las HSC representan el 20% del total de NPC y 

se localizan en el espacio de Disse entre los hepatocitos y las células endoteliales. Por 

último, las pit cells que se localizan al igual que las células de Kupffer en el lumen

sinusoidal (461), representan el 3% del total de NPC y son linfocitos granulares de gran 
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tamaño con actividad citotóxica caracterizadas como las células natural killer propias del 

hígado.

Ya que el segundo trabajo presentado en esta tesis se centra en el papel de las 

células de Kupffer durante la fibrogénesis centraré el resto del capítulo en las

características de estas células y su implicación en el daño tisular hepático.

3.1. La célula de Kupffer

3.1.1. Características morfológicas

Las células de Kupffer se sitúan sobre las células endoteliales emitiendo

prolongaciones citoplasmáticas al espacio de Disse subendotelial, de modo que les permite

estar en contacto directo con los hepatocitos y las HSC. El estudio de la ultraestructura de

estos macrófagos en el hígado de la rata muestra un contorno irregular pero de forma

básicamente estrellada. La superficie celular presenta numerosos microvillis o 

lamelipodios e invaginaciones en forma de líneas onduladas que parecen estar implicadas

en la endocitosis (462). El citoplasma es rico en diferentes vesículas intracitoplasmáticas,

presenta mitocondrias, un aparato de Golgi extenso, abundante retículo endoplasmático

rugoso, y un conjunto de diferentes estructuras vacuolares y cuerpos densos que varían en 

forma, diámetro y densidad y que constituyen el desarrollado aparato lisosomal de la célula 

de Kupffer (462). Como importantes componentes del citoesqueleto de estos macrófagos,

encontramos un sistema muy activo de microfilamentos y microtúbulos de actina y miosina 

así como filamentos de vimentina, que permiten tanto el mantenimiento de la estructura

celular como el movimiento de fagocitosis y migración celular (463,464). 
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La identificación de las células de Kupffer se lleva a cabo habitualmente utilizando

la combinación de diferentes métodos que detectan características propias del macrófago.

En el hígado de rata las técnicas más utilizadas son la localización celular de la actividad 

peroxidasa endógena junto con la detección de la actividad fagocitaria mediante partículas 

de látex, oro coloidal o carbón (465,466). La célula de Kupffer claramente se distingue de 

los monocitos circulantes al presentar la actividad peroxidasa localizada específicamente a

nivel de retículo endoplasmático y membrana nuclear, mientras que en monocitos su 

expresión sólo es a nivel lisosomal (467). Sin embargo, tanto la positividad para la 

peroxidasa como la actividad fagocitaria son criterios que deben utilizarse con precaución 

por varios motivos. En primer lugar, la técnica de la peroxidasa es mucho más fiable y 

reproducible cuando se trata de preparaciones celulares o secciones de 1 m de tejido 

incluido en resina. Además, en el hígado de rata y según el método de fijación utilizado, 

las SEC también pueden presentar actividad peroxidasa (468). Existen también diferencias

entre especies pues en ratón se ha observado que un 60% de las SEC presentan actividad 

peroxidasa (469) y pueden incorporar partículas de látex (470,471). En humanos, existen

estudios que indican tanto la ausencia como la presencia de actividad peroxidasa en las

células de Kupffer (472,473). 

La tinción de la actividad esterasa no-específica característica de los macrófagos en 

lugar de la peroxidasa endógena también es una técnica muy utilizada, pero 

necesariamente se ha de combinar con otros métodos para poder diferenciar a las células de

Kupffer de macrófagos infiltrados en el hígado (474). Quizás el método más fiable, pero a 

su vez más costoso y laborioso, es la identificación inmunohistoquímica de la células de

Kupffer mediante una batería de anticuerpos monoclonales específicos para estos 

macrófagos. En el hígado de la rata los anticuerpos más utilizados son el ED1 y el ED2. El 
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primero reconoce un antígeno de membrana lisosomal presente tanto en macrófagos

residentes como en circulantes y el segundo reconoce un antígeno de membrana específico 

de las células de Kupffer (475).

Alternativamente, existen otros anticuerpos capaces de detectar proteínas de 

expresión específica en células de Kupffer en el hígado de la rata tales como el Ki-M2R

(476), el UFT-4 (477), el Ku-1 (478) o el más recientemente caracterizado anti-KCA-3

(479). En ratón, los anticuerpos monoclonales F4/80 y BM8 son los más empleados

(480,481). Para el estudio inmunohistoquímico de las células de Kupffer en humanos se

utilizan anticuerpos contra proteínas características de las células del sistema mononuclear 

fagocítico. Se utilizan diferentes anticuerpos policlonales y monoclonales entre los que

destacan los existentes contra la lisozima o la antitripsina 1 y los anticuerpos KP1, 

Mac387, EBM11 y CD68 (482). 

3.1.2. Características funcionales

En condiciones fisiológicas, las células de Kupffer eliminan de la circulación 

sanguínea todo tipo de partículas extrañas, innecesarias o alteradas mediante el proceso de 

fagocitosis. También participan en el metabolismo de las lipoproteínas (483) y juegan un 

papel clave en el proceso de captación y de detoxificación de la endotoxina que llega del 

flujo venoso portal (484,485). Al igual que otros fagocitos mononucleares actúan como

células presentadoras de antígenos activando la respuesta inmune derivada de los linfocitos 

T (486) y también pueden desencadenar una respuesta citotóxica semejante a la realizada 

por las células natural killer para eliminar células tumorales circulantes (487). Por último,

la activación de las células de Kupffer da lugar a la secreción de potentes mediadores
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biológicos como radicales libres derivados del oxígeno, intermediarios del nitrógeno, 

numerosas citoquinas y eicosanoides (444).

Las células de Kupffer se activan por partículas fagocitadas y por la unión a través 

de receptores específicos de compuestos como ésteres de forbol, LPS, factor del

complemento C5a, factores de crecimiento como GM-CSF o M-CSF, IFN  y TNF  (444). 

La endotoxina procedente de Escherichia coli o de otras bacterias suele ser el compuesto

habitualmente utilizado en el estudio de la activación de estos macrófagos (444). Se 

considera que los signos indicativos de la activación de las células de Kupffer son el 

incremento de su actividad fagocítica, mitosis, el aumento de la rugosidad de la membrana,

así como la liberación de numerosos compuestos con actividad biológica. Entre éstos 

destacan los mediadores inorgánicos como el ión superóxido producidos de forma

inmediata por la célula de Kupffer con el fin de inactivar y destruir el material fagocitado

(488). Además de los radicales libres del oxígeno, las células de Kupffer activadas 

sintetizan óxido nítrico, proteasas, TNF , IL-1, IL-6, IL-10, TGF , IFN  o , ácido

araquidónico, prostaglandinas y leucotrienos (444). Algunos de estos productos son 

también estimuladores o inhibidores de su propia síntesis y la de otros mediadores. Así por 

ejemplo, el TNF  estimula la síntesis de PGE2 que a su vez inhibe la liberación de TNF .

O por ejemplo el IFN  que estimula la producción de PGE2 y TNF  a la vez que suprime

la síntesis de IL-1 (489). También se ha comprobado tanto in vitro como in vivo que el 

IFN  puede desencadenar una respuesta citotóxica de las células de Kupffer contra células

tumorales (490,491). Gran parte de los mediadores liberados por las células de Kupffer

ejercen sus acciones de forma paracrina sobre las células adyacentes. Por ejemplo, la IL-1 

por si misma o en combinación con la IL-6 y el TNF  no sólo modula la síntesis de DNA 

y proteína en los hepatocitos, sino también el metabolismo de glúcidos y lípidos y la 
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síntesis de albúmina en estas células (492). Asimismo se ha demostrado que eicosanoides

liberados por la célula de Kupffer como el LTB4 y la PGE2, inducen la secreción de IL-8

en los hepatocitos circundantes (493).

3.1.3. Heterogeneidad morfológica y funcional

La población de células de Kupffer no se encuentra distribuida de forma

homogénea a lo largo del acino hepático, y de hecho, existe el doble número de células de 

Kupffer en el área periportal que en la área perivenular (465). Esta localización tan 

dependiente del grado de aporte sanguíneo, hace que las células de Kupffer de la región 

periportal sean más grandes, posean mayor actividad lisosomal y fagocítica y generen

menor cantidad de anión superóxido que las células de la región centrolobular 

(465,494,495). El aislamiento de este tipo de macrófagos del hígado de rata también

demuestra la existencia de subpoblaciones celulares que difieren en tamaño. A pesar de 

que todas estas células presentan actividad peroxidasa endógena según el patrón 

característico de los macrófagos residentes, y positividad para marcadores como la esterasa

no-específica y ED2, la intensidad de la tinción se muestra heterogénea (496). La

intensidad del marcaje disminuye proporcionalmente al tamaño celular, lo que sugiere que 

las células más pequeñas poseen también un fenotipo más inmaduro. La heterogeneidad 

fenotípica en las células de Kupffer humanas también se ha demostrado histológicamente

utilizando anticuerpos monoclonales contra antígenos de macrófagos como el CD68 y el 

25-F9 (497,498). Mientras que la mayoría de macrófagos son positivos para CD68, son 

menos numerosos los macrófagos maduros que presentan positividad para el 25-F9, un 

marcador específico de macrófagos diferenciados. Además, se encuentran tanto células 

doble positivas para los dos antígenos como células positivas sólo para CD68 (497,498). 
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Por último, el análisis cuantitativo sugiere que la maduración de los macrófagos hepáticos 

es también heterogénea.

La heterogeneidad morfológica de las células de Kupffer se asocia a heterogeneidad

funcional. Así, los macrófagos de mayor tamaño poseen mayor capacidad fagocítica,

producen más TNF , IL-1 y PGE2 y poseen mayor capacidad proliferativa frente a un 

estímulo como el CSF-1 o el GM-CSF (499). Por el contrario, los macrófagos de menor

tamaño son más susceptibles a ser activados, expresan mayores cantidades de antígeno Ia, 

liberan mayores cantidades de óxido nítrico y anión superóxido y presentan mayor

actividad citotóxica contra células tumorales (500). El conjunto de estas observaciones

sugiere que existe una relación estrecha entre la funcionalidad, maduración y tamaño de las 

células de Kupffer. Además, la localización en la zona periportal de los macrófagos de 

mayor tamaño, los que poseen mas actividad fagocítica y menos actividad inflamatoria,

explicaría la relativa tolerancia del hígado para los agentes inmunógenos que tienen su 

acceso a este órgano por la vena porta.

3.1.4. Origen y cinética de las células de Kupffer

En la actualidad todavía existe una gran controversia sobre el origen y la capacidad 

proliferativa de las células de Kupffer en condiciones normales. De acuerdo con el

concepto de sistema mononuclear fagocítico, los macrófagos residentes en un tejido

proceden del reclutamiento de monocitos circulantes y por lo tanto serían células muy

especializadas de vida corta, terminalmente diferenciadas y sin capacidad proliferativa

(501). Sin embargo en estudios experimentales, se ha observado que la población de

macrófagos tisulares o de sus precursores no se ve afectada por la inducción de 

monocitopenia severa mediante la administración de Sr89 o la irradiación fraccionada de la 
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médula ósea (502-504). Estas observaciones serían compatibles con el concepto 

actualmente vigente de que en condiciones normales, la población de células de Kupffer es 

capaz de proliferar localmente y mantenerse durante largos periodos de tiempo sin el 

aporte de monocitos circulantes (502,504,505). De hecho, estudios de ontogenia hepática 

demuestran la existencia en el hígado de dos tipos de macrófagos de distinto origen 

hematopoyético (506). Según estos estudios, existiría una población de macrófagos

procedentes de los monocitos circulantes originados en la médula ósea y otra población de 

macrófagos tisulares resultantes de la hematopoyesis temprana acontecida durante el 

desarrollo embrionario (507). 

La capacidad proliferativa de las células de Kupffer ha sido también analizada en 

distintos modelos experimentales. Los resultados de estos estudios confirman el potencial 

mitótico de estas células en condiciones normales (494,504,505,508), y la posibilidad de 

modular tanto in vivo como in vitro su maduración y capacidad proliferativa mediante

factores solubles como por ejemplo el M-CSF (509-511).

La capacidad proliferativa de las células de Kupffer adquiere mayor relevancia en el 

curso de la enfermedad hepática. En este sentido, se ha descrito que la población de células 

de Kupffer incrementa significativamente durante las etapas iniciales de la lesión hepática

(512). En el caso concreto de la fibrogénesis inducida por CCl4, la población de células de

Kupffer triplica su número original aproximadamente entre las 6 y las 8 semanas de 

tratamiento (513). Además, en este modelo experimental existe una correlación muy

estrecha entre el número de células de Kupffer y el grado de desarrollo de fibrosis (514-

517). Sin embargo, una vez la cirrosis se ha establecido, el número de células de Kupffer

disminuye significativamente coincidiendo con la aparición de una alteración en la función 

retículo-endotelial y fagocítica del hígado (518). En el momento actual no se conoce con 

exactitud si el aumento de la población hepática de células de Kupffer durante la lesión 
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aguda y crónica por CCl4 es consecuencia del reclutamiento de monocitos circulantes o a la

proliferación local de células de Kupffer, pero posiblemente sea el resultado de ambos

procesos (519,520).

3.1.5. Papel de las células de Kupffer en la lesión hepática

Existen actualmente evidencias sólidas que demuestran la participación de las

células de Kupffer en la patogénesis de la enfermedad hepática. Se sabe que estímulos

como la obesidad, el consumo crónico de alcohol, la endotoxina o compuestos procedentes 

de la degradación de fármacos y xenobióticos inducen la activación de las células de

Kupffer. Una vez activadas, las células de Kupffer liberan cantidades masivas de 

citoquinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNF ), radicales libres de oxígeno y aniones superóxido, 

IFN  y  y eicosanoides (PGD2, PGE2 y LTs). La liberación desproporcionada de estos 

mediadores junto con la secreción de enzimas lisosomales por las células de Kupffer

favorece la aparición de inflamación y necrosis en el tejido hepático. Las células de 

Kupffer activadas modifican también procesos metabólicos claves en las células 

parenquimatosas, como por ejemplo la liberación de albúmina por los hepatocitos, lo que 

altera la función hepática y contribuye al desarrollo de la lesión en este órgano (446). Tal 

como se ha apuntado anteriormente, además de ser el principal tipo celular responsable de 

la liberación de productos biológicamente activos, las células de Kupffer activadas 

incrementan significativamente su número en el hígado. Por ejemplo, en las 6 horas 

posteriores a la administración de CCl4 se produce un aumento de la población de células

de Kupffer, presentando un pico máximo a las 72 horas (520). Una prueba definitiva del 

papel clave de las células de Kupffer en la lesión hepática es que su inactivación y 

eliminación selectiva mediante cloruro de gadolinio (GdCl3) impide que aparezcan valores 
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séricos elevados de aspartato aminotransferasa (AST) y la muerte de las células hepáticas

parenquimales tras la administración de CCl4 (521).

Como se ha comentado anteriormente, las células de Kupffer activadas liberan

numerosos compuestos que pueden tener un efecto estimulador y proliferativo directo 

sobre las HSC que constituyen la principal fuente de proteínas de matriz extracelular en el 

hígado durante el proceso de fibrosis (415). Pero además existen otros mecanismos por los 

que las células de Kupffer pueden activar a las HSC esto es, mediante la degradación de la

matriz extracelular sub-endotelial, la cual como es sabido, mantiene a las HSC en su estado 

quiescente (415). En concreto, las células de Kupffer activadas son las principales

productoras de colagenasa tipo IV/gelatinasa tipo B con capacidad de digerir esta matriz 

extracelular, y por tanto de inducir la activación, proliferación y migración de las HSC 

(446,522).
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La fibrosis hepática es el resultado de un proceso inflamatorio y de reparación de 

tejido en respuesta a un daño hepático prolongado y se define como la acumulación de 

tejido conectivo en el hígado debido a un importante desequilibrio entre la producción y la 

degradación de matriz extracelular. Mientras que la fibrosis hepática es un proceso 

reversible, su estadío final, la cirrosis, está considerado como el estadío irreversible y final 

de la enfermedad. Cuando la cirrosis es ya severa se produce la completa desestructuración

del parénquima hepático dando lugar a la aparición de insuficiencia hepática y trastornos 

hemodinámicos graves. Una de las primeras complicaciones hemodinámicas es la 

aparición de hipertensión portal que tiene lugar como consecuencia de un incremento de la 

resistencia intrahepática al paso de flujo sanguíneo portal así como de un aumento

intrínseco del tono vascular de la microvasculatura hepática. Existe un enorme interés 

científico no sólo por esclarecer los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de

fibrosis y cirrosis hepática sino también por identificar nuevas estrategias terapéuticas

enfocadas a revertir o prevenir la progresión de esta enfermedad hepática. 

Una de las posibles dianas terapéuticas la constituye la vía biosintética de la 5-LO. 

La 5-LO es la enzima clave responsable de la síntesis de LTs, importantes mediadores

lipídicos derivados del AA. Este grupo de eicosanoides incluye al LTB4 implicado

principalmente en la respuesta inflamatoria y los cisteinil-LTs (LTC4/LTD4/LTE4) que son 

potentes agentes vasoconstrictores capaces de incrementar la permeabilidad vascular y 

ejercer importantes funciones proliferativas y profibrogénicas. En el hígado y a nivel 

experimental, los cisteinil-LTs son capaces de modificar tanto la presión hepática de

perfusión como la extravasación de fluido vascular. Además, los estudios clínicos 

demuestran que en los pacientes con hepatopatía existe un incremento en la producción de

estos eicosanoides lo que se ha asociado con el desarrollo de un incremento en la
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resistencia intrahepática y la aparición de colestasis. Sin embargo y hasta la realización de

este proyecto de tesis doctoral, no se conocían con exactitud los mecanismos celulares de 

síntesis de estos eicosanoides en el hígado así como la implicación fisiopatológica de estos

compuestos en el desarrollo de la cirrosis hepática y sus complicaciones.

Por todo ello, los objetivos generales de este trabajo fueron: 

Estudio I:

1. Investigar tanto la expresión de la 5-LO como la producción hepática de cisteinil-

LTs durante el proceso de cirrosis hepática experimental inducida por la inhalación 

de CCl4 en la rata. 

2. Caracterizar la biosíntesis de cisteinil-LTs en el sinusoide hepático. 

3. Investigar el efecto paracrino de los cisteinil-LTs sobre las HSC y su papel en el 

desarrollo del aumento de las resistencias intrahepáticas y la aparición de 

hipertensión portal en la cirrosis. 

Estudio II:

1. Investigar el papel de la 5-LO en la supervivencia de las células de Kupffer in vitro

mediante la utilización de inhibidores específicos de la enzima. 

2. Determinar la eficacia de la administración in vivo de un inhibidor específico de la 

5-LO en la prevención de la formación de fibrosis en ratas tratadas con CCl4.

3. Investigar el efecto de la administración in vivo de un inhibidor específico de la 5-

LO sobre la población de células de Kupffer durante el desarrollo de fibrosis 

experimental
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1. Artículo 1: Los cisteinil-LTs producidos por los hepatocitos modulan el 

tono vascular hepático en la cirrosis experimental

Los cisteinil-LTs son eicosanoides derivados de la 5-LO con potentes propiedades 

vasoconstrictoras, proliferativas y profibrogénicas y pueden jugar un papel importante

durante el proceso fisiopatológico que tiene lugar en la cirrosis hepática. En este primer

trabajo se examinó inicialmente la expresión de la 5-LO y los niveles de cisteinil-LTs en el

hígado de ratas control y ratas con cirrosis inducida por la inhalación de CCl4.

Posteriormente se caracterizó la vía biosintética de los cisteinil-LTs a nivel celular hepático

y se estudiaron las propiedades vasoactivas del LTD4 in vitro en células hepáticas

estrelladas (HSCs) e in vivo en ratas normovolémicas anestesiadas. Los resultados se 

resumen a continuación: 

1. La expresión de la 5-LO y la producción de cisteinil-LTs se encuentran 

significativamente elevadas en el hígado de ratas cirróticas

En primer lugar se analizó por Northern blot la expresión del RNA mensajero

(mRNA) de la 5-LO en el hígado procedente de ratas control y ratas con cirrosis hepática

inducida por la inhalación de CCl4. Mientras que en el tejido hepático de las ratas control 

no se observó señal detectable de la expresión de la 5-LO, en el hígado de las ratas 

cirróticas se detectó una marcada sobreexpresión de esta enzima. Además, el análisis de los 

niveles hepáticos de cisteinil–LTs en estos mismos animales demostró la existencia de un 

incremento significativo en la producción de estos eicosanoides en el tejido hepático de las 

ratas con cirrosis. 
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2. Los hepatocitos no expresan la 5-LO pero son los principales productores de cisteinil-

LTs en el hígado mediante metabolismo transcelular

Con el objetivo de caracterizar la fuente celular de cisteinil-LTs en el hígado y dado 

que los hepatocitos son el tipo celular predominante en este órgano, se analizó por RT-

PCR la expresión de la 5-LO en hepatocitos purificados procedentes de ratas control y 

ratas cirróticas. Paralelamente se realizaron los mismos experimentos con la línea celular

de hepatocitos de rata CC-1. El análisis de los productos de PCR demostró la ausencia de 

expresión de la 5-LO tanto en hepatocitos aislados de ratas control como en hepatocitos

procedentes de las ratas cirróticas. Tampoco se detectó 5-LO en células CC-1 en 

condiciones basales ni después de la estimulación con LPS o IL-6. El análisis posterior de

la expresión de esta enzima en los distintos tipos celulares no parenquimales hepáticos, 

evidenció que en el hígado, la 5-LO parece estar restringida a las células de Kupffer. Sin 

embargo, y a pesar de no presentar 5-LO, los hepatocitos son capaces de producir cisteinil-

LTs a partir del metabolito intermediario LTA4. Además, de entre los distintos tipos

celulares hepáticos los hepatocitos son las células con mayor capacidad de síntesis de 

cisteinil-LTs a través de este metabolismo transcelular.

3. Los hepatocitos procedentes de ratas cirróticas producen mayores cantidades de 

cisteinil-LTs que los procedentes de ratas control

Los hepatocitos recién aislados procedentes de las ratas cirróticas producen 

basalmente mayores niveles de cisteinil–LTs que los procedentes de animales control sin

embargo, cuando se añade LTA4 de forma exógena los hepatocitos de las ratas cirróticas 

tienen la misma capacidad que los hepatocitos control para la síntesis de estos 

eicosanoides.
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4. Los cisteinil-LTs actúan de forma paracrina sobre las células hepáticas estrelladas

(HSCs)

Tanto el LTD4 como el medio condicionado de hepatocitos incrementa los niveles 

intracelulares de Ca2+ e induce la contracción de las HSCs lo que sugiere que estos

metabolitos liberados por los hepatocitos pueden actuar de forma paracrina sobre las

células adyacentes no parenquimales.

5. La administración de LTD4 a ratas normovolémicas incrementa la presión portal

La relevancia de estos resultados se examinó in vivo en ratas normales anestesiadas

y se observó que la administración de LTD4 incrementa de forma significativa la presión

portal en estos animales.
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2. Artículo 2: La inhibición de la 5-lipooxigenasa induce la apoptosis de 

las células de Kupffer: implicaciones en la fibrosis hepática

Durante el proceso inflamatorio que tiene lugar previo al desarrollo de fibrosis 

hepática juega un papel fundamental tanto el incremento en el número de células de 

Kupffer como el grado de activación de estos macrófagos específicos del hígado. 

Basándonos en los datos existentes en la literatura que demuestran que la 5-LO juega un 

papel clave en el crecimiento y la supervivencia celular de distintos tipos celulares, en este 

segundo trabajo se examinó si la inhibición de esta vía metabólica era capaz de reducir el 

excesivo número de células de Kupffer y así atenuar el proceso inflamatorio y de fibrosis 

en el modelo experimental de enfermedad hepática en la rata por inhalación crónica de 

CCl4. Los resultados se resumen a continuación: 

1. Las células de Kupffer son el único tipo celular hepático que presenta la maquinaria

enzimática completa y metabólicamente activa de la vía de la 5-LO

En el artículo 1 de esta tesis se demostró que la expresión de la 5-LO así como la 

producción de cisteinil-LTs estaba aumentada en el hígado procedente de ratas con cirrosis

inducida por la inhalación de tetracloruro de carbono (CCl4). Para averiguar la distribución 

celular de la vía de la 5-LO se aislaron los diferentes tipos celulares hepáticos, se extrajo el

RNA de cada uno de ellos y se sometió a RT-PCR para cada una de las enzimas clave de la 

ruta biosintética de la 5-LO. Como ya se había observado parcialmente en el primer

trabajo, la célula de Kupffer coexpresa de forma consistente los RNA mensajeros (RNAm)

para la 5-LO, su proteína activadora (FLAP) y la LTC4 sintasa. Sin embargo, ni los 

hepatocitos ni las células endoteliales sinusoidales y las HSC demostraron la presencia de 
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niveles detectables de 5-LO. El RNAm de la FLAP se encontró de forma constitutiva en

hepatocitos, células de Kupffer y HSC mientras que el RNAm de la LTC4 sintasa se 

encontró únicamente en hepatocitos y células de Kupffer.

Estos resultados indican que la célula de Kupffer es aparentemente el único tipo celular

hepático capaz de metabolizar el AA para dar lugar a eicosanoides derivados de la 5-LO. 

De hecho, las células de Kupffer en cultivo generan niveles significativos de LTB4 y de 

cisteinil-LTs.

2. La inhibición de la 5-LO reduce el crecimiento de las células de Kupffer in vitro

Las células de Kupffer son capaces de proliferar in vitro demostrándose un crecimiento

significativo después de 6 días en cultivo en medio RPMI1640 suplementado con un 10% 

de FBS. Además, el factor estimulador de crecimiento de colonias de macrófagos (M-CSF)

estimula el crecimiento de estas células de manera dosis dependiente. Por el contrario, el 

número de células de Kupffer se reduce significativamente cuando se cultivan con un 

inhibidor específico de la 5-LO, el AA-861 y con un inhibidor de la acción de la FLAP, el

Bay-X-1005. En concreto, el AA-861 a las dosis de 5 y 10 M produce una disminución

del número de células del 35.8 y 38.2%, respectivamente mientras que el Bay-X-1005 a las 

dosis de 30 y 40 M reduce la población celular un 42.3 y 41.8%, respectivamente.

3. Los efectos antiproliferativos de la inhibición de la 5-LO se asocian a la inducción de 

apoptosis

Para investigar si los efectos antiproliferativos de los inhibidores AA-861 y Bay-X-

1005 estaban asociados a una inducción de apoptosis se desarrollaron diferentes 

aproximaciones metodológicas en células de Kupffer y en células THP-1, tales como los 

estudios de la morfología celular, el análisis de la fragmentación del DNA y la detección 
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por citometría de flujo de unión de la anexina V y del contenido de DNA. La tinción 

nuclear con yoduro de propidio de las células de Kupffer incubadas con AA-861 (5 M) y

con Bay-X-1005 (30 M) demostró la existencia de un incremento en el número de 

núcleos que presentaban una compactación de la cromatina típica del proceso apoptótico

en comparación con las células tratadas con vehículo. La tinción de las células THP-1 con 

Diff-Quick  después de la incubación con AA-861 (15 M) o Bay-X-1005 (30 M)

también demostró un comportamiento apoptótico característico en comparación con las 

células tratadas con vehículo. En este caso, las células tratadas con los inhibidores de la 5-

LO se encogen, muestran un núcleo picnótico y en algunos casos un incremento de la 

vacuolización citoplasmática. La degradación internucleosomal del DNA en fragmentos

múltiples de 180 pb produciendo el típico patrón en un gel de agarosa de DNA en escalera

también se demostró de forma evidente en células THP-1 incubadas con AA-861 (10 y 15 

M) y Bay-X-1005 (30 y 40 M). Estos resultados se confirmaron después del análisis por 

citometría de flujo del contenido de DNA que mostró la presencia de un incremento en el 

número de eventos del pico sub-Go/G1 en las células tratadas con AA-861 o con Bay-X-

1005.

4. La administración oral del inhibidor Bay-X-1005 mostró efectos hepáticos

antifibróticos in vivo

Para investigar la relevancia de estos resultados in vivo, se evaluaron los efectos de la

administración oral diaria del inhibidor de la 5-LO Bay-X-1005 (100 mg/Kg) a ratas 

sometidas al proceso de fibrosis hepática por inhalación de CCl4. El análisis histológico de

secciones de tejido hepático evidenció como era de esperar, que inicialmente el tratamiento 

con CCl4 produce importantes cambios celulares tales como inflamación, necrosis 

hepatocelular y esteatosis. La administración de Bay-X-1005 a ratas tratadas con CCl4
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ejerció un marcado efecto protector ya a la 4ª semana del tratamiento, evidenciándose la 

ausencia de necrosis o degeneración hepatocelular en estos animales (ver resultados 3.1 del 

anexo al artículo 2). A partir de la 8ª semana, la inhalación de CCl4 produce una importante

desestructuración de la arquitectura hepática con una gran deposición de colágeno 

formando puentes fibróticos entre los espacios porta y escasas regiones con hepatocitos 

viables. La administración oral del inhibidor Bay-X-1005 durante 8 semanas, atenuó 

significativamente los daños hepatocelulares, la fibrosis así como los niveles hepáticos de 

hidroxiprolina inducida por el CCl4 en comparación con los animales que recibieron

placebo.

5. La administración de Bay-X-1005 redujo significativamente el número de células de

Kupffer en el hígado de ratas tratadas con CCl4.(ver ANEXO al artículo 2) 

Por último y para evaluar el papel de las células de Kupffer durante el daño hepático

producido por el CCl4, se determinó el número de estos macrófagos mediante microscopía

óptica en secciones histológicas de tejido hepático marcadas con el anticuerpo ED-2, un 

marcador específico de células de Kupffer. Como se puede observar en los resultados 

presentados en el anexo 2, y en comparación con el grupo control, el tratamiento con CCl4

produjo un incremento significativo en el número de células de Kupffer. Además, la 

administración del inhibidor Bay-X-1005 a ratas tratadas con CCl4 redujo de forma

significativa el número de estos macrófagos en el hígado de estos animales.

114



DISCUSIÓN





DISCUSIÓN

Los resultados del primer estudio indicaron claramente la existencia de una inducción 

de la vía metabólica de la 5-LO en el hígado cirrótico de ratas tratadas con CCl4. En 

concreto, se observó la inducción de la expresión del mRNA de la 5-LO en el hígado de los

animales con cirrosis, resultado que iba en paralelo con un incremento en la producción 

hepática de cisteinil-LTs. Es importante señalar que, si bien por RT-PCR sí que detectamos

una ligera expresión del mRNA de la 5-LO en los hígados de las ratas control, la expresión 

fue prácticamente indetectable en los ensayos de Northern blot. Estos resultados en 

apariencia contradictorios, se explican por la escasa abundancia del mensajero de la 5-LO 

en el hígado normal que impide su detección mediante la técnica de Northern blot. 

A nivel celular hepático y en los últimos años, la presencia de la 5-LO en los

hepatocitos de la rata ha sido motivo de controversia. En los primeros trabajos publicados

al respecto, se observó que los hepatocitos de rata en cultivo liberaban al medio una

sustancia con propiedades quimiotácticas perteneciente a la vía metabólica de la 5-LO 

(como por ejemplo el LTB4 o el 5-HETE) (523,524). Sin embargo, estudios más recientes

demostraron la ausencia de actividad 5-LO en estas células (525,526) por lo que la 

presencia de metabolitos de la 5-LO en el medio de cultivo podía ser debida a la utilización

de cultivos no purificados y por lo tanto a la presencia de otros tipos celulares hepáticos

capaces de sintetizar estos eicosanoides. En nuestro caso, realizamos todos los 

experimentos con hepatocitos altamente purificados y de la misma manera que Shimada y 

colaboradores (525), cuyo trabajo se publicaba durante la realización de esta tesis, tampoco 

detectamos por RT-PCR ninguna evidencia de la expresión del mRNA de la 5-LO en los 

hepatocitos de la rata. 

Dada la ausencia de actividad enzimática 5-LO en hepatocitos, la producción de 

cisteinil-LTs por estas células era muy probable que tuviera lugar a través de metabolismo
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transcelular. El metabolismo transcelular es una vía bioquímica alternativa muy importante

en la síntesis de eicosanoides (527). Este tipo de proceso metabólico implica la interacción 

entre células y tiene lugar cuando un intermediario metabólico generado por una célula

(célula donadora) es captado y procesado por una célula vecina (célula aceptora) formando 

el eicosanoide activo que ninguna de estas células por separado puede generar. La 

producción de cisteinil-LTs por estas rutas transcelulares tiene lugar de forma reconocida

en determinados sucesos vasculares durante la interacción de las plaquetas con las células

endoteliales o bien con neutrófilos (528). En el contexto celular hepático en el que nosotros 

trabajamos hemos observado que la expresión de la 5-LO está restringida a las células de 

Kupffer. Además, este dato unido al hecho de que los hepatocitos son una fuente muy

abundante de actividad LTC4 sintasa (529-531) sugiere que la producción de cisteinil-LTs 

en el hígado tiene lugar por medio de metabolismo transcelular. Así, las células de Kupffer 

serían las responsables de la liberación hepática de LTA4, el intermediario metabólico de la

síntesis de cisteinil-LTs y los hepatocitos a través de metabolismo transcelular, 

constituirían la principal fuente de estos eicosanoides en el hígado. De hecho, cuando los 

diferentes tipos celulares hepáticos se incubaron con LTA4, encontramos que los

hepatocitos eran las células con mayor capacidad para la síntesis de cisteinil-LTs y que la

síntesis de estos eicosanoides por parte de las células de Kupffer, HSCs y SECs era casi

insignificante. Además, considerando que los hepatocitos constituyen más del 90% de la 

masa celular hepática y que poseen una elevada actividad LTC4 sintasa (525,529,531,532), 

nuestros resultados indican que estas células juegan un papel significativo en la síntesis

hepática de cisteinil-LTs. 

En ausencia de LTA4 exógeno, los hepatocitos procedentes de las ratas con cirrosis

liberan mayor cantidad de cisteinil-LTs que los hepatocitos aislados de los animales

control. Este resultado podría ser consecuencia de la existencia de dos fenómenos
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caracterizados experimentalmente en otros tipos celulares. En primer lugar, se ha 

propuesto la existencia de un pool intracelular de de LTs en células epiteliales 

parenquimales (533). Así en los hepatocitos, la biosíntesis basal inducida de cisteinil-LTs

que observamos en la cirrosis podría ser causada no sólo por un incremento en la 

liberación al medio de estos eicosanoides sino también por la liberación al medio de un 

pool aumentado de cisteinil-LTs sintetizado previamente. Sin embargo, y en segundo 

lugar, se ha descrito en una línea celular de leucemia basofílica de la rata la existencia de 

una proteína citosólica de unión a ácidos grasos capaz de estabilizar al intermediario LTA4

permitiendo alargar su vida media jugando así un papel clave en el metabolismo

transcelular (534). De este modo, en la cirrosis existiría un incremento en la síntesis de 

LTA4 el cual hipotéticamente seria estabilizado en el citosol de los hepatocitos que una vez

aislados liberarían al medio mayores cantidades de cisteinil-LTs. En cualquier caso, es 

necesario y de gran interés el desarrollo de nuevos estudios enfocados a caracterizar los 

mecanismos implicados en este fenómeno. En nuestros experimentos, cuando los 

hepatocitos de las ratas cirróticas se incubaron con LTA4, se produjeron niveles de 

cisteinil-LTs muy similares a los de los hepatocitos control. Así en la rata, la biosíntesis de 

cisteinil-LTs por los hepatocitos parece estar limitada a la disponibilidad de LTA4 y no a la 

capacidad de estas células para transformar al LTA4 en estos eicosanoides. Además, los 

resultados que muestran niveles proteicos similares de LTC4 sintasa en hígado control y 

cirrótico apoyan esta idea. 

La síntesis de cisteinil-LTs por los hepatocitos podría ser de gran importancia 

fisiológica y fisiopatológica. El hecho de que estos eicosanoides tengan una vida media

muy corta en el microambiente extracelular sugiere que los cisteinil-LTs liberados por los

hepatocitos pueden funcionar como autacoides lipídicos, ejerciendo acciones locales

rápidas y transitorias sobre las células adyacentes (27,417,527). Fisiológicamente y debido
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a la situación estratégica de las HSC dentro del espacio de Disse, en estrecho contacto con 

los hepatocitos, sitúa a este tipo celular como diana potencial del los cisteinil-LTs. Las 

HSCs activadas tienen propiedades contráctiles y poseen receptores para diferentes

sustancias vasoactivas por ello, se considera que juegan un papel clave en la regulación del 

flujo sanguíneo hepático sinusoidal (535-537). De hecho, existen numerosos estudios 

funcionales que demuestran la capacidad de estas células para relajarse y contraerse en 

respuesta a agentes vasoactivos y de este modo modular el diámetro de los sinusoides 

hepáticos (535-537). Nuestros resultados muestran que las HSCs responden a la 

administración de LTD4 con un marcado incremento en la concentración intracelular de

Ca2+ y en la contracción celular. La magnitud de esta respuesta inducida por el LTD4 fue

superior a la obtenida con cualquier otro vasoconstrictor (535) y fue similar a la respuesta 

provocada por el LTD4 en células musculares lisas de la tráquea (538). Una hipótesis 

interesante sería que en el sinusoide hepático, el LTD4 liberado por los hepatocitos difunde 

por el espacio de Disse e induce en las HSC un incremento en la concentración intracelular 

de Ca2+ y en la contracción celular. De hecho, los resultados obtenidos cuando recogimos

el medio condicionado de hepatocitos incubados con LTA4 para testar su actividad sobre 

HSCs aisladas confirmaron esta hipótesis. Este medio condicionado produjo un incremento

considerable sobre la concentración intracelular de Ca2+ y la contracción celular además,

esta respuesta fue específica de una acción del LTD4 pues la utilización del antagonista

específico del receptor Cys-LT1, el MK 571 revirtió estos efectos. Todos estos datos 

apoyan la idea de que los cisteinil-LTs derivados de los hepatocitos actúan de forma

paracrina sobre las células adyacentes no parenquimales y sugieren que el incremento en la 

síntesis hepática de estos eicosanoides en las ratas con cirrosis inducida por CCl4, puede 

alterar el flujo sanguíneo sinusoidal local y contribuir así al desarrollo de hipertensión 

portal en estos animales. La presencia de niveles hepáticos elevados de cisteinil-LTs en los
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estadíos previos al desarrollo de cirrosis podría ser indicativo de que este fenómeno tiene 

lugar tempranamente durante el curso de la enfermedad hepática. 

En conclusión, los resultados de este primer estudio indican que los hepatocitos 

pueden jugar un papel activo en la regulación del tono vascular hepático en la cirrosis 

mediante la liberación de potentes eicosanoides derivados de la 5-LO (por ejemplo, los 

cisteinil-LTs). Dado que además, los cisteinil-LTs estimulan la proliferación celular y la 

síntesis de colágeno (255,256,263,539), la producción de estos eicosanoides por los 

hepatocitos puede ser también relevante en la patogénesis de la fibrosis hepática. La 

disponibilidad de inhibidores específicos de la 5-LO así como de antagonistas de los 

receptores de los cisteinil-LTs permitirá esclarecer el papel patofisiológico de estos 

eicosanoides y poder desarrollar en un futuro nuevas estrategias terapéuticas en la 

enfermedad hepática. 

En el segundo trabajo analizamos el papel de la 5-LO en la fibrosis hepática 

experimental desde otro punto de vista. En este caso abordamos el estudio del efecto de la

inhibición de la 5-LO sobre la supervivencia de las células de Kupffer in vitro y además

determinamos la eficacia de la administración in vivo de un inhibidor específico de la 

actividad 5-LO en la prevención de la formación de fibrosis en ratas sometidas a CCl4.

De entre los distintos tipos celulares hepáticos, las células de Kupffer han sido las

históricamente consideradas capaces de producir muchos de los metabolitos derivados del

AA incluyendo el LTB4 y los cisteinil-LTs (417). De hecho, y tal y como hemos podido 

comprobar en nuestro laboratorio, las células de Kupffer son el único tipo celular hepático

que posee la maquinaria enzimática completa necesaria para la síntesis de LTs. Así, y 

aunque no se excluye la existencia en un hígado inflamado de otros tipos celulares capaces 

de expresar la 5-LO, (como por ejemplo, leucocitos reclutados -monocitos o neutrófilos 
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circulantes), escogimos a la célula de Kupffer como diana para estudiar a nivel celular 

hepático esta vía metabólica.

Durante la primera etapa inflamatoria previa al desarrollo de fibrosis hepática se 

producen una serie de eventos clave para el desarrollo de esta hepatopatía tales como un 

aumento en el número de células de Kupffer así como una mayor liberación de mediadores

inflamatorios derivados de estos macrófagos (446,514-517). Sin embargo, actualmente se 

desconoce si el aumento de la población de estos macrófagos residentes es consecuencia de 

un incremento en la proliferación de las células de Kupffer o bien se debe a la 

diferenciación de monocitos reclutados en el hígado a células de Kupffer. Los macrófagos

tisulares generalmente se han considerado células terminalmente diferenciadas con 

ninguna o mínima capacidad para proliferar (540). Sin embargo, nuestros resultados 

indican que las células de Kupffer conservan cierta capacidad para proliferar en cultivo y 

además que este crecimiento puede estimularse mediante la incubación con M-CSF, factor 

de crecimiento soluble liberado por los hepatocitos (541). Estos resultados se encuentran

en la línea de estudios previos que demuestran que las células de Kupffer pueden proliferar 

tanto in vivo como in vitro (494,509,542) y apoyan una teoría más actual que supone que 

los macrófagos hepáticos pueden proliferar de forma local y mantener de esta manera su

población celular en el hígado. Además, se ha demostrado que la población de células de 

Kupffer presenta una heterogeneidad morfológica y funcional. Constituye una población 

heterogénea que incluye células de diferente tamaño y funcionalidad así, los macrófagos

más grandes tendrían más capacidad proliferativa que los de menor tamaño (509).

Para inhibir la vía biosintética de la 5-LO utilizamos dos tipos de inhibidores, el 

AA861 y el Bay-X-1005. El compuesto AA861 es un derivado de la benzoquinona de 

acción antioxidante que inhibe la actividad de la 5-LO por competición con el substrato de 

esta enzima (543). El Bay-X-1005 es un derivado de la quinolina que actúa sobre la 
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proteína activadora de la 5-LO (FLAP) inhibiendo de forma competitiva no sólo la unión

del substrato a la FLAP sino también la translocación de la de la 5-LO del citosol a la 

membrana nuclear (339). Uno de los puntos clave de este segundo trabajo fue comprobar

que ambos compuestos eran capaces de disminuir el número de células de Kupffer en 

cultivo. Los efectos inhibidores de la supervivencia de las células de Kupffer producidos 

por el AA861 y el Bay-X-1005 fueron comparables a las acciones descritas previamente

por el AA861, el ácido nordihidroguaiaético (NDGA, inhibidor no selectivo de las LOs) o

el MK886 (inhibidor selectivo de la FLAP) en otros tipos celulares como neutrófilos y 

células sanguíneas mononucleadas humanas, así como en cultivos primarios de neuronas

granulares del cerebelo y en células endoteliales (380,381,544,545). También se han 

obtenido resultados similares al tratar diferentes lineas celulares humanas cancerígenas 

(leucemia, mesotelio, pulmón, próstata y páncreas) con NDGA, AA861, MK866 o

Rev5901 (178,379,391,546-548). Cualquier eicosanoide derivado de la metabolización del 

AA por la 5-LO ya sea el 5-HETE, el LTB4 o los cisteinil-LTs podría ser el responsable del 

efecto antiproliferativo de la inhibición de esta enzima. Sin embargo, las células de 

Kupffer no producen cantidades detectables de 5-HETE y al LTB4 no se le conocen hasta 

la fecha propiedades proliferativas por sí solo (257). Por esto, los cisteinil-LTs podrían ser 

los principalmente involucrados en la supervivencia de las células de Kupffer (255,257). 

De hecho, después de la inhibición de la 5-LO hemos observado una disminución en los 

niveles hepáticos de cisteinil-LTs que se correlacionan con la reducción de la 

supervivencia de las células de Kupffer de la rata. Además, en los ensayos con el inhibidor 

de la FLAP la supervivencia celular se pudo rescatar parcialmente por la adición de LTD4

al medio de cultivo. 

Para conocer mejor el papel de la vía de la 5-LO en la regulación del crecimiento

celular, quisimos averiguar si los efectos antiproliferativos de los inhibidores de la 5-LO 
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estaban asociados a una inducción de apoptosis. Para detectar la aparición de la muerte 

celular programada utilizamos cuatro métodos distintos tales como la visualización de la

“escalera de DNA” o DNA laddering y el análisis de la morfología celular así como de la

unión de la anexina V y del contenido de DNA. Tanto el AA861 como el Bay-x-1005 

inducen importantes cambios a nivel de la morfologia celular y de la frecuencia de 

distribución del contenido de DNA, eventos que junto con la aparición de DNA laddering,

son considerados como característicos de las células que entran en apoptosis. Sin embargo,

no observamos que el AA861 o el Bay-X-1005 indujeran la unión de la anexina V. Esta

observación en un principio sorprendente, está en línea de estudios previos en los que no se

consigue detectar la externalización de fosfatidilserina mediante la unión de la anexina V 

en células HL60 tratadas con camptofecina, en células Raji cultivadas a bajas 

concentraciones de suero y en células U937 incubadas con anti-Fas (549,550). Sin 

embargo, este fenómeno parece depender más del estímulo que del tipo celular estudiado

ya que otros trabajos han detectado apoptosis en células U937 estimuladas con TNF

mediante la detección de la unión de anexina V marcada con FITC (551). Aún así, los 

efectos apoptóticos producidos por el AA861 y el Bay-X-1005 en nuestras células son 

similares a los publicados previamente en diferentes lineas celulares humanas cancerígenas

tratadas con AA861, NDGA y MK886 (379,386,388,548,552). 

El mecanismo por el cual los inhibidores de la 5-LO inducen apoptosis no se 

conoce con exactitud. Se han sugerido multitud de eventos moleculares que pudieran estar 

implicados en los efectos de la 5-LO sobre la apoptosis. Entre ellos destacamos el factor de 

crecimiento endotelial vascular (379), la sobreestimulación de los PPAR  y  (388), la 

interacción directa de la 5-LO con proteínas implicadas en la señalización intracelular y la

organización del citoesqueleto (122,132) y por último, el incremento de los niveles 

intracelulares de AA libre (387). Aunque en teoría, las acciones proapoptóticas de los
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inhibidores de la 5-LO puedan ser secundarias a efectos farmacológicos inespecíficos, el 

hecho de que se alcancen resultados comparables utilizando la inhibición génica de la 5-

LO a través de la tecnología de oligonucleótidos antisense, descarta esta hipótesis 

(378,379). Por último, es importante destacar que los inhibidores de la FLAP también

pueden actuar independientemente de su acción sobre la vía de la 5-LO ya que algunos

inhibidores de la FLAP inducen apoptosis en células que carecen de actividad 5-LO (384). 

Sin embargo en nuestros experimentos los resultados obtenidos con el inhibidor selectivo 

de la 5-LO son muy similares a los obtenidos  con el inhibidor de la FLAP lo que sugiere 

que en nuestras células, la inducción de apoptosis está ligada a la inhibición de la vía de la 

5-LO.

La fibrosis hepática y en último término, la cirrosis hepática son una de las 

primeras causas de mortalidad dentro de las enfermedades del hígado. Ya que el proceso 

inflamatorio se encuentra virtualmente en todas las formas de fibrosis hepática, se han ido 

desarrollando una serie de estrategias terapéuticas antiinflamatorias para probar si así se 

puede revertir este proceso de remodelado tisular hepático. En este segundo estudio 

también hemos evaluado si el potente inhibidor selectivo de la FLAP tiene un efecto

protector in vivo sobre la aparición de fibrosis hepática por inhalación de CCl4 en la rata.

Para realizar estos estudios in vivo escogimos utilizar el inhibidor de la FLAP Bay-X-1005 

porque no sólo actúa sobre el lugar de unión de la FLAP sino que también inhibe la 

translocación de la 5-LO (339). El diseño del estudio se basó en nuestros resultados in vitro

en los que observamos que la inhibición de la FLAP podría contribuir a la resolución de la 

inflamación a través de su efecto proapoptótico sobre los macrófagos tisulares hepáticos. 

Además, en nuestros experimentos se demostró que el Bay-X-1005 no inducía una 

apoptosis masiva de las células de Kupffer lo que sugería que in vivo, este compuesto

podría reducir el número excesivo de células de Kupffer que se produce en las etapas 
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inflamatorias previas al desarrollo de fibrosis sin que por ello quedasen afectadas otras 

funciones vitales de estos macrófagos como son la defensa contra patógenos y la respuesta 

inmune. De hecho, cuando se administró el Bay-X-1005 a ratas tratadas con CCl4 se 

demostró que este compuesto tenía un potente efecto antifibrótico y que era capaz de 

reducir el número de células de Kupffer en las ratas tratadas con el hepatotóxico (ver 

Anexo al artículo 2). Estos efectos beneficiosos de la inhibición de la 5-LO también se han 

observado en la hiperplasia experimental de la íntima (553). Además, hay que destacar que 

el ratón knockout para el gen de la 5-LO muestra estar protegido contra la fibrosis 

pulmonar causada por la bleomicina (266). De los resultados de este segundo trabajo no 

podemos determinar con exactitud hasta qué punto la protección contra la fibrosis hepática 

inducida por el Bay-X-1005 en ratas tratadas con CCl4 es atribuible a la inactivación e las 

células de Kupffer o bien a la inhibición directa de la producción de LTs los cuales pueden 

tener múltiples acciones en el hígado, o bien es el resultado de ambos mecanismos.

En resumen, este segundo trabajo realizado para esta tesis doctoral proporciona la 

primera evidencia de que la presencia activa de la vía metabólica de la 5-LO es crítica para 

la supervivencia de las células de Kupffer. Además, este estudio proporciona la primera

evidencia in vivo de que la vía de la 5-LO está implicada en la patogénesis de la fibrosis 

hepática. Conjuntamente, estos resultados demuestran que la inhibición de la vía de la 5-

LO en las células de Kupffer puede reducir la progresión de la fibrosis durante el daño 

inflamatorio hepático crónico. 
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1. La expresión de la 5-LO y los niveles tisulares de cisteinil-LTs se encuentran

aumentados en los hígados de las ratas tratadas con CCl4 y fenobarbital. 

2. Los hepatocitos aislados procedentes de ratas control y ratas cirróticas no expresan la 5-

LO. De igual modo, la línea celular de hepatocitos de rata CC-1 no expresa la 5-LO ni 

en condiciones basales ni bajo estímulos como el LPS o la IL-6. 

3. En el sinusoide hepático, la expresión de la 5-LO se encuentra restringida a las células

de Kupffer. Además, son el único tipo celular hepático que expresa la maquinaria

enzimática completa de la vía biosintética de la 5-LO: la 5-LO, su proteína activadora

FLAP y la LTC4 sintasa. La FLAP también se expresa de forma constitutiva en 

hepatocitos y HSC. La LTC4 sintasa también se expresa en hepatocitos pero no en 

HSCs.

4. Los hepatocitos y las células CC-1 son capaces de sintetizar cisteinil-LTs a partir del 

intermediario LTA4.

5. De entre los diferentes tipos celulares sinusoidales (hepatocitos, SECs, HSCs y células 

de Kupffer), los hepatocitos son las células hepáticas con mayor capacidad de síntesis 

de cisteinil-LTs a partir de LTA4.

6. Los hepatocitos procedentes de ratas cirróticas producen mayores niveles de cisteinil-

LTs derivados de fuentes endógenas que los hepatocitos procedentes de ratas control. 

7. La capacidad para generar cisteinil-LTs a partir de LTA4 es muy similar entre los

hepatocitos procedentes de ratas cirróticas y los hepatocitos procedentes de ratas

control.

8. El LPS y la IL-6 estimulan de forma dosis dependiente la producción de cisteinil-LTs a 

partir de LTA4 en células CC-1. 
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9. El LTD4 y el medio condicionado procedente de hepatocitos incubados con LTA4

incrementan la [Ca2+]i y la contracción de las HSCs. La preincubación de estas células 

con el antagonista MK-571 (antagonista del receptor Cys-LT1) revierte los efectos del 

LTD4 y del medio condicionado sobre las HSCs. 

10. El LTD4 posee actividad vasoconstrictora in vivo incrementando la MAP y la PP de 

ratas normovolémicas anestesiadas.

11. Las células de Kupffer en cultivo procedentes de ratas control producen cantidades 

similares de LTB4 y cisteinil-LTs en cambio, no se detectan niveles significativos de 5-

HETE en los sobrenadantes de estos cultivos.

12. Las células de Kupffer procedentes de ratas tratadas con CCl4 producen mayores niveles 

de LTB4 que de cisteinil-LTs. 

13. Las células de Kupffer aisladas son capaces de proliferar in vitro después de 6 días en 

cultivo. La adición al medio de cultivo de M-CSF estimula el crecimiento de estos

macrófagos de manera dosis-dependiente. 

14. El inhibidor selectivo de la 5-LO AA861, y el inhibidor de la FLAP Bay-X-1005 

reducen el número de células de Kupffer en cultivo. 

15. Los inhibidores AA861 y Bay-X-1005 inhiben la proliferación de las células THP-1 de 

manera tiempo- y dosis-dependiente. 

16. Los efectos antiproliferativos de los inhibidores AA861 y Bay-X-1005 se asocian a la 

inducción de apoptosis tanto en células de Kupffer como en la línea celular THP-1. 

Estos inhibidores inducen la condensación de la cromatina, la fragmentación

internucleosomal del DNA (DNA laddering) y cambios en el ciclo celular (aumento de 

la fase sub-G0/G1).

17. La apoptosis inducida por los inhibidores AA861 y Bay-X-1005 en células THP-1 no se 

asocia al proceso de externalización de fosfatidilserina de la membrana celular.

166



CONCLUSIONES

18. El número de células de Kupffer está incrementado en los hígados procedentes de ratas 

tratadas con CCl4 durante 6 semanas.

19. La administración oral de inhibidor Bay-X-1005 (100 mg/kg/día) a ratas tratadas con 

CCl4 durante 6 semanas disminuye de forma significativa el número de células de 

Kupffer en el hígado de estos animales.

20. La administración oral de inhibidor Bay-X-1005 (100 mg/kg/día) a ratas tratadas con 

CCl4 no sólo previene la aparición de necrosis hepatocelular al inicio del tratamiento

con el hepatotóxico sino que además tiene efectos antifibróticos in vivo después de 8 

semanas de tratamiento con CCl4: reduce los índices histológicos de fibrosis y la 

concentración hepática de hidroxiprolina en estos animales.
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APÉNDICE 1: Material y Métodos

En este apéndice metodológico me he limitado a definir aquellos protocolos no 

estandarizados y que quizás no quedan del todo detallados en los artículos. 

1. Aislamiento de los distintos tipos celulares del hígado de la rata

El método utilizado para aislar las células hepáticas está basado en los métodos de 

perfusión in situ con colagenasa descritos por Berry y Friend (554) y Seglen (555). 

Material y equipo:

Bomba peristáltica de perfusión Masterflex modelo 7518-00 (Cole Parmer), baño 

termostático y centrífuga refrigerada modelo 3K15 (Sigma Laborzentrifugen). Material de

cirugía estéril: tijeras, pinzas (Aesculap) y seda trenzada 2/0 (Suturas Aragó). Filtros

celulares de nylon de 100 m , tubos de 50 ml de polipropileno y tubos de poliestireno de 

15 ml (Falcon®). Filtros de jeringa y unidades de filtración Stericup de 0.22 m

(Millipore). Placas estériles de cultivo de 60 y 100 mm (Corning®). Cámaras de cultivo de 

8 pocillos de plástico o Lab-Tek® Chamber slide Permanox (Nalge Nunc International). 

Hanks sin calcio ni magnesio (HBSS--), DPBS sin y con calcio y magnesio (DPBS— y 

DPBS++ respectivamente) (BioWhittaker), DPBS (10x) (Gibco™), HEPES (Merck), 

EGTA y albúmina sérica bovina (BSA, #A-4503) (Sigma), CaCl2, DNAsa I y colagenasa 

A, (Roche). Percoll™ (Amersham Biosciences).

Medios de perfusión y de aislamiento: durante el proceso de perfusión, digestión, 

escisión y troceamiento del hígado se utilizan 4 soluciones de HBSS— distintas. Para 

facilitar el trabajo se elaboran primero las 2 soluciones madre que se especifican a 

continuación.
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Soluciones madre:

Solución A: 10 mM HEPES + 1mM EGTA en HBSS—

Se prepara una solución A (200 ml) concentrada 10x:

4.76 g HEPES

   0.76 g EGTA

Solución B: 10 mM HEPES + 2mM CaCl2 en HBSS—

Se prepara una solución B (200 ml) concentrada 5x:

   2.38 g HEPES

0.96 g CaCl2 + 2H2O

Medio 1 (300 ml): es la primera solución de perfusión y con ella eliminaremos la sangre

del tejido y facilitaremos su posterior digestión: 

30 ml solución A 10X 

    270 ml HBSS--

ajustar a pH 7.4 con NaOH y filtrar 

Medio 2 (125 ml): 12.5 ml solución A 10X 

112.5 ml HBSS—

0.625 g BSA (0.5% BSA) 

ajustar a pH 7.4 y filtrar 

Medio 3 (125 ml): 25 ml solución B 5X 

    100 ml HBSS—

0.625 g colagenasa (0.05%) en el caso de hígados 

cirróticos se incrementa un 20% la cantidad de enzima 

ajustar a pH 7.4 y filtrar 
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Medio 4 (100 ml): 20 ml solución B 5X 

    80 ml HBSS—

0.5 g BSA 

0.001 g DNasa

ajustar a pH 7.4 y filtrar 

Medio 5 (200 ml): 40 ml solución B 5X 

    160 ml HBSS—

2 g BSA (1% BSA)

ajustar a pH 7.4 y filtrar 

Preparación del gradiente de Percoll: 

Soluciones de Percoll: mantener a 4ºC hasta la preparación del gradiente 

 100% percoll:  90 ml percoll

10 ml PBS 10X (con Ca2+ y Mg2+)

60% percoll: 60 ml percoll 100% 

40 ml PBS 1X (sin Ca2+ y Mg2+)

50% percoll: 30 ml percoll 100% 

30 ml PBS 1X (sin Ca2+ y Mg2+)

25% percoll: 20 ml percoll 100% 

30 ml PBS 1X (sin Ca2+ y Mg2+)

PROTOCOLO DE CIRUGÍA, PERFUSIÓN Y AISLAMIENTO:

Previamente a la cirugía se preparará el baño termostático a 38 ºC y en él se colocan los

medios 1, 2 y 3. La velocidad de la perfusión se establecerá a 14 ml/min.
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1. El animal se anestesia con una inyección intramuscular de ketamina (50 mg/ kg de peso 

corporal).

2. Se coloca al animal sobre la mesa de operaciones y se fijan las extremidades.

3. Practicando una incisión con las tijeras en la zona inferior del abdomen seccionamos el

abdomen longitudinalmente hasta llegar al tórax (con cuidado de no dañar el diafragma

ni el hígado). 

4. Con el objetivo de abrir bien la cavidad abdominal se realizan dos cortes transversales 

uno a la izquierda y otro a la derecha de la incisión longitudinal tanto en la porción 

superior cercana al tórax como en la porción inferior cercana a la vejiga. 

5. Se coloca un tubo de 50 ml por debajo de la columna del animal con el objetivo de 

visualizar y controlar mejor la canulación de la porta. 

6. Los intestinos se desplazan hacia la derecha de la cavidad abdominal con ayuda de

palitos de algodón estériles. 

7. Una vez localizada la vena porta se coloca un amago de nudo con hilo de sutura (2/0) 

por encima de la bifurcación de la vena mesentérica superior. Se practica otro nudo por 

debajo de la bifurcación cerrando así el flujo de sangre intestinal al hígado.

8. Se localiza la porción abdominal de la vena cava inferior (a nivel de los riñones) y se

realiza un nuevo amago de nudo a este nivel tal como indica la Figura 1.1.

9. Se procede a la canulación de la porta: con una aguja de 23G se realiza una incisión en 

la porta y por ella se introduce el catéter de polietileno (0.58 mm ID, 0.96 mm OD)

asociado al circuito de perfusión (Figura 1.1).

10. Fijar el catéter en la vena: el amago de nudo previamente colocado en la vena porta 

sujetará ahora de forma firme el catéter (realizar un doble nudo).

11. Introducir inmediatamente por esta vía 0.9 ml de heparina (1000 UI/ml) Empezar la 

perfusión con 10 minutos de perfusión no recirculante con el medio 1 de lavado. 
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IMPORTANTE: realizar una incisión con la aguja de 23G a nivel de la porción 

abdominal de la vena cava inferior. De esta manera se evitará que la presión del 

sistema aumente y acabe por dañar el hígado. 

Porción abdominal de
la vena cava inferior

Riñón

Vena porta

Hígado

Diafragma

Aurícula
derecha

Solución de
colagenasa

Bomba
peristáltica

Rata Wistar

Porción abdominal de
la vena cava inferior

Riñón

Vena porta

Hígado

Diafragma

Aurícula
derecha

Solución de
colagenasa

Bomba
peristáltica

Porción abdominal de
la vena cava inferior

Riñón

Vena porta

Hígado

Diafragma

Aurícula
derecha

Solución de
colagenasa

Bomba
peristáltica

Rata Wistar

Figura 1.1. Las distintas soluciones de perfusión se encuentran en un baño a 38 ºC y se perfunden 

al hígado mediante peristalsis a través de una cánula de entrada situada en la vena porta y una 

cánula de salida a nivel de la porción superior de la vena cava. El circuito permanece cerrado al 

cerrar la porción abdominal de la vena cava. 

12. Inmediatamente abrir el tórax y colocar un nuevo catéter a través de la aurícula derecha 

en la porción torácica de la vena cava inferior. Fijar el catéter con un doble nudo.

13. Cerrar el sistema de perfusión a nivel de la porción abdominal de la vena cava inferior

donde previamente habíamos colocado un amago de nudo (cerrar por encima de la 

incisión practicada con la aguja). 

14. 5 min de perfusión no recirculante con el medio 2 (0.5% BSA). 

15. 10-15 min de perfusión recirculante con el medio 3 (colagenasa). 
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Filtro 100 m

Tubo 50 ml

Homogenado
hepático

Filtro 100 m

Tubo 50 ml

Homogenado
hepático

Figura 1.2. El homogenado hepático se filtra a través de mallas de nylon de 100 m. Esta

malla retiene la mayor parte de tejido no digerido y fibra dejando pasar células y restos 

celulares de digestión.

16. Se escinde el hígado de la cavidad abdominal (con cuidado de no perforar los 

intestinos) y se coloca en una placa de Petri con medio 4.

17. A partir de este punto todo el proceso se realizará en condiciones de esterilidad, bajo 

campana de flujo laminar. El hígado se troceará con tijeras eliminando la red principal 

de vasos y la cápsula de Glisson. 

18. El homogenado (medio 4) una vez troceado se colocará en un erlenmeyer estéril y se 

incubará en un baño termostático a 37 ºC en agitación durante 10 min.

19. Filtrar el homogenado a través de una malla de nylon de 100 m con ayuda de medio 5 

frío. Para ello previamente se habrán preparado 4 tubos de 50 ml estériles en una caja 

con hielo. Los tubos se abrirán y en ellos se colocarán los filtros celulares de nylon de 

100 m estériles como específica la Figura 1.2.

20. Rellenar los 4 tubos hasta 50 ml con medio 5 frío. 

21. Centrifugar a 100 g (rotor basculante) a 4 ºC y durante 5 min

PELLET: enriquecido en hepatocitos 
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SOBRENADANTE: enriquecido en células no parenquimales (NPC). Será el 

primer sobrenadante (NPC1) y se mantendrá a 4 ºC hasta procesarlo. 

22. PURIFICACIÓN DE HEPATOCITOS: 

23.1. Resuspender el pellet de hepatocitos en DPBS--

22.2. Centrifugar a 100 g a 4ºC, 5 min

22.3. Guardar este segundo sobrenadante enriquecido en NPC (NPC2) 

22.4. Resuspender el pellet de hepatocitos en DPBS—

22.5. Centrifugar a 100 g a 4ºC, 5 min

22.6. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 25 ml de DPBS 

22.7. Depositar 2 ml de la suspensión celular sobre un cojín de 7.5 ml de percoll

al 60% en tubos de 15 ml de poliestireno 

22.8. Centrifugar a 400 g a 4ºC, 10 min

22.9. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en DPBS—

22.10. Centrifugar a 100 g a 4ºC, 5 min (x2) 

22.11. Contar las células y cultivar en placas de Petri de plástico previamente 

cubiertas por colágeno R en medio E de Williams (ver composición en el 

apartado de medios de cultivo)(*)

22.12. Dejar en el incubador de CO2 de 3 a 4 h. La mayoría de células se adhieren 

al colágeno. 

22.13. Aspirar el medio de cultivo y lavar suavemente con DPBS++ (x2) 

22.14. Vover al añadir medio E de Williams fresco e incubar toda la noche en el 

incubador de CO2.

NOTAS:
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(*) Caracterización inmunocitológica. Una vez se ha hecho el recuento de 

hepatocitos se coge una pequeña muestra de aprox. 100.000 células y se somete a

cytospin (500 g , 10 min) sobre portas de vidrio. Las preparaciones celulares se 

fijan durante 10 min en acetona fría (-20 ºC), se dejan secar rápidamente a Tª 

ambiente y se guardan a –20 ºC hasta la realización de la técnica de

inmunocitología por el laboratorio de Anatomía Patológica del Hospital Clínic. Los 

marcadores utilizados son: 

CD68: marcador de macrófagos (la glicoroteína macrosialina)

Cam 5,2: marcador de células epiteliales (citoqueratinas 8 y 18) ej.:

hepatocitos

Vimentina: marcador de células mesenquimales (filamento intermedio), ej.: 

fibroblastos

-actina: marcador de células musculares lisas (proteína del citoesqueleto)

CD31: marcador de células endoteliales (glicoproteína)

23. PURIFICACIÓN DE CÉLULAS DE KUPFFER: 

23.1. Centrifugar los sobrenadantes NPC1 y NPC2 a 100 g a 4ºC, 5 min (x5). Estos

5 lavados del sobrenadante se realizan con el objetivo de eliminar los hepatocitos 

aún presentes por lo que cada vez el pellet resultante será eliminado.

23.5. Centrifugar los sobrenadantes de NPC a 800 g a 4 ºC durante 10 min.

23.6. Descartar los sobrenadantes. Unificar todos los pellets celulares en un tubo de

polipropileno de 50 ml.

23.7. Diluir el pellet de NPC en 40 ml de DPBS— frío. 

23.8. Preparar el gradient de Percoll: 50%/25% en 12 tubos de poliestireno de 15 

ml: 1º: añadir 5 ml de percoll al 50%. 

2º: añadir con cuidado y muy lentamente 6.6 ml de percoll al 25%. 

3º: colocar sobre el percoll al 25%, 3.3 ml de NPCs. 
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23.9. Centrifugar a 800 g 25 min a 4 ºC en una centrífuga bien balanceada de 

cabezales basculantes. Programar la aceleración y deceleración a 0. 

23.10. Las células quedan distribuidas a través del gradiente tal y como se indica en 

la Figura 1.3. 

50%

25%

NPC A
B

C
D

E

A: debris, células dañadas
B: enriquecida en HSC
C: enriquecida en SEC
D: enriquecida en KC
E: hepatocitos, eritrocitos,

epiteliales de los conductos
biliares, linfocitos

800 g

50%

25%

NPC

50%

25%

NPC A
B

C
D

E

A
B

C
D

E

A: debris, células dañadas
B: enriquecida en HSC
C: enriquecida en SEC
D: enriquecida en KC
E: hepatocitos, eritrocitos,

epiteliales de los conductos
biliares, linfocitos

800 g

Figura 1.3. Los distintos tipos celulares no parenquimales se distribuyen a lo largo del gradiente:

células hepáticas estrelladas (HSC), células sinusoidales endoteliales (SEC) y células de Kupffer

(KC).

23.11. Aspirar con pipeta Pasteur de plástico estéril el anillo de HSC. 

23.12. Recoger las fracciones celulares situadas en los anillos C y D 

esquematizados en la Figura 1.3 en 2 tubos de 50 ml. Debido a que la densidad 

celular de las SEC y las células de Kupffer es muy similar se recogen como un 

único anillo.

23.13. Añadir DPBS— frío hasta 50 ml.

23.14. Centrifugar a 800 g 10 min a 4 ºC. 

23.15. Descartar el sobrenadante. 

23.16. Resuspender el pellet en aprox. 6 ml de medio de cultivo RPMI 1640 sin

FBS.

179



APÉNDICE 1: Material y Métodos

23.17. Contar las células con ayuda de la cámara de Neubauer. Obtendremos el 

número total de células (SEC+KC).

23.18. Cultivar las células sobre plástico en medio RPMI 1640 sin FBS durante 1h 

a 37 ºC (en el caso de células procedentes de hígados cirróticos incubar sólo 30 

min).

23.19. Observar el cultivo al microscopio óptico (200x). Después de esta 

incubación las células de Kupffer permanecen adheridas al plástico mientras que las

células sinusoidales endoteliales y otros posibles tipos celulares flotan en el medio.

23.20. Lavar las placas con DPBS— (x4) recogiendo el sobrenadante cada vez.

23.21. El cultivo de células de Kupffer se mantiene en medio RPMI 1640 

suplementado tal y como se indica en el apartado de cultivos celulares. 

23.22. Los sobrenadantes resultantes de los lavados de las placas se centrifugan a 

800 g 10 min a Tª ambiente.

23.23. Descartar el sobrenadante. Resuspender el pellet (SEC) en aprox. 2 ml y 

contar en número de células. 

23.24. El número aproximado de células de Kupffer plaqueadas resulta de la resta 

al número total plaqueado (SEC+KC) del número de las células flotantes (SEC). 

23.25. La caracterización de las células de Kupffer se ha de realizar de forma

rutinaria en cada aislamiento mediante la tinción de la actividad esterasa no 

específica (o método del -naftol) (Servicio de Hematopatología) y mediante el 

marcaje con el anticuerpo específico de macrófagos residentes ED-2. Más adelante 

se detallan los protocolos de marcaje directo e indirecto con el anticuerpo ED-2. 

2. Cultivos celulares:

Condiciones de cultivo: 95% aire/5% CO2, 37 ºC y humedad saturante 

180



APÉNDICE 1: Material y Métodos

2.1. Medios de cultivo:

Cultivo primario de hepatocitos de rata:

Medio E de Williams suplementado con 

10% (v/v) suero bovino fetal inactivado(FCS) 

   2 mM L-Glutamina

50 UI/ml Penicilina/ 50 g/ml Streptomicina

1 M Insulina 

15 mM HEPES 

Cultivo primario de células de Kupffer de rata:

Medio RPMI 1640 suplementado con: 

   10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamina

50 UI/ml Penicilina/ 50 g/ml Streptomicina

Cultivo de la linea celular de hepatocitos de rata CC-1:

Medio mínimo esencial Eagle (EMEM) suplementado con: 

   10% (v/v) FCS

   2 mM L-Glutamina

1% Aminoácidos no esenciales 

   20 mM HEPES

Cultivo de la línea celular de macrófagos pulmonares de rata CRL-2192:

Medio RPMI 1640 suplementado con: 

   15% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamina

50 UI/ml Penicilina/ 50 g/ml Streptomicina

Cultivo de la línea celular de monocitos humanos THP-1:

181



APÉNDICE 1: Material y Métodos

Medio RPMI 1640 suplementado con: 

   10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamina

100 UI/ml Penicilina/ 100 g/ml Streptomicina

2.2. Contaje de células viables 

La viabilidad celular se determina mediante la tinción con azul tripán de la suspensión

celular y el recuento de células mediante la utilización de una cámara Neubauer (Figura

1.4) y posterior visualización al microscopio óptico. 

Figura 1.4. Visualización al microscopio óptico de las áreas de contaje (L) de la cámara Neubauer.

1. Preparar en un tubo eppendorf de 1.5 ml: 10 l de azul tripán 0.5 % (Serva) + 180 

l de una solución de DPBS++ que contiene 0.5 % de ácido acético + 0.9 % de 

salino).

2. Añadir 10 l de la suspensión celular (la dilución será 1/20) y mezclar.

3. Esperar 5-10 min.

4. Transferir 10 l a la cámara de Neubauer

5. Contar todas las células que se encuentran dentro de las 4 áreas L (figura) al 

microscopio. Obtener una media del nº de células por área (dividir el total por 4). 

Cálculos:

Células/ml= nº de células por área L X factor de dilución (1/20) X 104

 Células totales= células/ml X volumen original de la suspensión celular (ml)
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% Viabilidad celular= nº total de células viables (no teñidas de azul) X 100 
nº de células viables + nº de células no viables 

2.3. Preparación de las placas de cultivo de plástico cubiertas de colágeno 

1. Preparar en condiciones estériles 30 ml de colágeno R (Serva) al 0.03% en DPBS++.

2. Bajo campana de flujo laminar abrir las placas de cultivo y añadir: 

2 ml de colágeno R 0.03% a P-60 o bien 3 ml a P-100. Asegurar que toda la 

superficie de plástico queda recubierta por la solución de colágeno. 

3. Dejar incubar a 37 ºC durante 1 h. 

4. Recoger el colágeno (se puede reaprovechar una vez más) y añadir DPBS++ a la

placa de cultivo para evitar que se seque antes de poder utilizarla. Si no se va a 

utilizar inmediatamente guardar a 4 ºC. 

3. Técnicas de inmunocitoquímica, inmunohistología y otras tinciones 

celulares

Material:

Cámaras de cultivo de plástico de 8 pocillos (Lab-Tek® Chamber slide Permanox (Nalge 

Nunc International). DPBS++ (Biowitaker). Portas cubiertos de poli-L-Lisina, BSA (#A-

7906), Ioduro de propidio, peróxido de hidrógeno y tripsina tipo II-S (Sigma). RNasa A 

(Roche). Mowiol (medio de montaje para fluorescencia) (Calbiochem). Anexina V-FITC 

(Bender MedSystems). Anticuerpo ED-2 (IgG de ratón anti-rata. Reconoce 

específicamente un antígeno de membrana presente en las células de Kupffer): RPE-ED-2 

(#MCA342PE, conjugado con la ficoeritrina, utilizado en la inmunofluorescencia directa) 

y ED-2 (#MCA342R, utilizado en el marcaje indirecto) (Serotec). Xileno y etanol
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(Panreac). “Mouse IgG” Vectastain  Elite ABC kit, Blocking Kit (soluciones de Avidina

D y biotina), DAB substrate kit for peroxidase y Vectamount (Vector Laboratories). 

3.1. Inmunofluorescencia directa con el anticuerpo ED-2 de células de Kupffer

1. Mantener en cultivo las células de Kupffer recién aisladas en portas de plástico 

de 8 pocillos (8 well-Permanox slides) durante toda la noche. 

2. Lavar la cámara de cultivo durante 5 min con DPBS— (x2).

3. Fijar las células en acetona fría (-20 ºC) durante 10 min.

4. Añadir un 1% BSA en DPBS++ e incubar durante 30 min a Tª ambiente.

5. Aspirar con cuidado.

6. Añadir el anticuerpo ED-2 diluido (RPE-ED-2: 1/25 en un 1% BSA en

DPBS++) e incubar durante toda la noche a 4 ºC. 

7. Lavar la cámara de cultivo o porta durante 5 min con un 1% BSA en DPBS++

(x2).

8. Añadir 5 l de medio de montaje (Mowiol) y colocar el cubre de vidrio sobre la 

preparación.

9. Visualización en un microscopio confocal o de fluorescencia

Fluorocromo: R-ficoeritrina (PE) 

excitación (nm): 480, 565

emisión (nm): 578 (naranja, rojo) 

3.2. Inmunohistoquímica con el anticuerpo ED-2 de muestras de tejido 

parafinadas (*).

1. Colocar los bloques de parafina 10 min en hielo antes de realizar las secciones al 

micrótomo(**).
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2. Recortar el bloque de parafina con un micrótomo a 50 m hasta que el tejido se haga 

accesible.

3. Realizar los cortes a 5 m.

4. Recoger las tiras de parafina y con cuidado dejarlas sobre la superficie de H2O

destilada previamente calentada a 38-40 ºC. Se mantienen en el baño termostático 15 

min, hasta que las tiras de parafina se han estirado y no aparecen arrugas. 

5. Rescatar las secciones capturándolas sobre un porta de poli-L-Lisina. Eliminar el H2O

por capilaridad con un poco de papel. 

6. Incubar los portas toda la noche (o 2-4 h) en una estufa a 37 ºC. 

I. Desparafinar e hidratar 

7. Sumergir los portas en xileno durante 5 min (x2). 

8. Hidratar las muestras sumergiéndolas primero en etanol al 100 % durante 5 min (x2), 

etanol al 95 % durante 3 min (x2) y por último en etanol al 70 % durante 3 min (x2). 

9. Sumergir los portas en H2O corriente durante 3 min.

II. Desenmascarar en antígeno por proteolisis con tripsina al 0.1 % 

10. Preparar la tripsina en H2O destilada (100 ml):

0.1 g de CaCl2

0.1 g tripsina

ajustar pH a 7.8 con NaOH 

11. Calentar la solución de tripsina a 37 ºC. 

12. Colocar unas gotas de tripsina al 0.1 % sobre las secciones histológicas e incubar 

durante 15 min a 37 ºC. 

13. Lavar con TBS (Tris-Cl 20 mM, NaCl 0.5 M, pH 7.5) 5 min (x1). 

III. Eliminar la actividad peroxidasa endógena (“quenching”)
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14. Colocar unas gotas de peróxido de hidrógeno al 3 % (en H2O) e incubar durante 10 min

a Tª ambiente.

15. Lavar los portas en TBS durante 5 min (x2). 

IV. Bloqueo 

16. Incubar las secciones durante 30 min con el suero normal diluido (SN) que ha de

proceder de la especie donde se generó el anticuerpo secundario. En este caso el suero 

es de caballo y ya viene suministrado por el kit de marcaje de Vectastain  Elite ABC 

kit. Para el marcaje con ED-2 añadir un 2 % de BSA al NS. 

17. Eliminar el exceso de solución de bloqueo de las secciones histológicas. 

18. Añadir unas gotas de la solución de bloqueo de Avidina D que contiene el kit de

bloqueo. Incubar durante 15 min a Tª ambiente.

19. Lavar con TBS x1. 

20. Incubar durante 15 min con la solución de bloqueo de biotina. 

21. Lavar con TBS x1. 

V. Anticuerpo primario(***)

22. Incubar las secciones con el anticuerpo monoclonal ED-2 diluido 1/200 en TBS 

durante toda la noche a 4 ºC. 

23. Lavar las preparaciones durante 5 min con TBS (x2). 

VI. Anticuerpo secundario

24. Incubar las preparaciones durante 30 min con el anticuerpo secundario biotinilado 

previamente diluido (incluido en el kit de marcaje).

25. Lavar las preparaciones durante 5 min en TBS (x2). 

VII. Complejo Avidina-biotina-peroxidasa

26. Incubar las preparaciones durante 30 min con el complejo avidina-biotina ligado a la 

peroxidasa que suministra el kit (Vectastain  Elite ABC Reagent). 
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27. Lavar las preparaciones durante 5 min en TBS (x2). 

VIII. Reacción cromogénica

28. Incubar las secciones histológicas durante 5 min con la solución que contiene el

substrato de la peroxidasa, la 3, 3´-diaminobencidina (DAB). Esta solución se prepara 

siguiendo las instrucciones del kit “DAB substrate kit for peroxidase”. 

29. Parar la reacción sumergiendo los portas en H2O corriente durante 5 min.

IX. Contraste con hematoxilina 

30. Sumergir las preparaciones en Hematoxilina de Meyer durante 5 min.

31. Lavar las preparaciones en H2O corriente durante 5 min.

X. Deshidratación, aclaramiento y montaje 

32. Deshidratar sumergiendo los portas sucesivamente en etanol al 70 %, 80 %, 95 % y 

100 % durante 1 min cada uno. 

33. Sumergir los portas en xileno durante 5 min (x4). 

34. Montar el cubre con unas gotas de Vectamount. Dejar que se seque. 

XI. Observación al microscopio óptico 

35. Las células positivas quedan macadas intensamente de color marrón oscuro. 

36. Análisis cuantitativo: en cada tejido se cuenta el número de células positivas en un total 

de 25 campos de alta resolución o high-power fields (HPFs) que es aquella área que se

observa al microscopio a 400 aumentos. Expresar el resultado como número de células 

positivas/HPF.

NOTAS:

(*): el marcaje de preparaciones celulares sigue el mismo protocolo a excepción de:

1. Fijar en acetona fría (-20 ºC) durante 10 min. Lavar 5 min en TBS. Realizar el 

“quenching”.

2. No se requiere de la digestión con tripsina. 
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(**): la inclusión del tejido hepático en parafina se lleva a cabo de forma rutinaria en el 

Servicio de Anatomia Patológica del Hospital Clínic.

(***): el control negativo no se incuba con anticuerpo primario sino con TBS.

3.3. Tinción con ioduro de propidio (IP) 

1. Preparar las soluciones madre de IP y RNasa A en H2O destilada 

IP: 50 g/ml (solución madre) 

RNasa A: 10 mg/ml

2. Aspirar el medio de cultivo y lavar las células adheridas al porta con DPBS-- (x2). 

3. Añadir formaldehido al 3 % en DPBS--. Incubar a Tª ambiente durante 20 min.

4. Aspirar la solución de fijación y añadir metanol al 100 % frío (-20 ºC) para 

permeabilizar las células. Incubar durante 20 min a Tª ambiente.

5. Aspirar el metanol y lavar con DPBS-- (x3). 

6. Añadir IP (0.05 g/ l) con RNasa A (200 g/ l) en DPBS--. Incubar a Tª ambiente

durante 10 min. Proteger de la luz a partir de este momento.

7. No es necesario realizar lavados. 

8. Montar la preparación en medio Mowiol. 

9. Visualizar al microscopio de fluorescencia. 

absorción en azul-verde (nm): 493 

emisión en rojo (nm): 630 nm

NOTAS:

a. El IP es un intercalador de DNA con un alto potencial cancerígeno y por lo tanto debe 

manipularse con la precaución descrita para este tipo de compuestos.

b. Las células no adherentes ( 300.000 células) se fijan en portas de vidrio mediante

cytospins.
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3.4. Análisis del contenido celular de DNA por citometría de flujo (FACS)

1. Recoger las células de las placas de cultivo (en caso tener células que crecen adheridas

al plástico tripsinizar previamente) en tubos de 15 ml.

2. Centrifugar a 900 g durante 5 min a 4 ºC. 

3. Aspirar el sobrenadante y añadir 4 ml de DPBS++-FBS 1 %. 

4. Centrifugar a 900 g durante 5 min a 4 ºC. 

5. Aspirar con cuidado el sobrenadante. 

6. Añadir 1 ml de etanol al 80% frío (-20 ºC) e incubar a esta Tª durante 5 min (proceso 

de fijación, resuspender bien el pellet de células). 

7. Añadir 3 ml de DPBS++-FBS 1 %. 

8. Centrifugar a 900 g durante 5 min a 4 ºC. 

9. Aspirar con cuidado el sobrenadante. 

10. Añadir 2 ml de DPBS++-FBS 1 % (resuspender bien).

11. Centrifugar a 900 g durante 5 min a 4 ºC. 

12. Aspirar con cuidado el sobrenadante. 

13. Añadir 500 l de DPBS++-FBS 1 % (resuspender bien). 

14. Añadir 50 l de tampón citrato-fosfato (Na2HPO4 0.2 M, ácido cítrico 0.1 M, en 

proporción 96:4) con 200 g/ml de ioduro de propidio y 10 mg/ml de RNAsa A sin 

DNAsas.

15. Incubar durante 10 min a Tª ambiente y protegido de la luz. 

16. Guardar a 4 ºC y protegido de la luz hasta el momento del análisis por FACS.

3.5. Detección de apoptosis por la unión a Anexina V-FITC mediante citometría de 

flujo

189



APÉNDICE 1: Material y Métodos

1. Preparar 500 ml de la solución tamponada (binding buffer) necesaria para la unión

de la Anexina V a la fosfatidilserina: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM

NaCl, 2.5 mM CaCl2, ajustar a pH 7.4. 

2. Recoger las células en tubos de 15 ml. 

3. Centrifugar a 2000 g, 5 min.

4. Resuspender las células en 10 ml de tampón de unión. Centrifugar a 2000 g, 5 min.

Repetir este paso una vez más.

5. Aspirar el sobrenadante. 

6. Resuspender el pellet en 200 l de tampón. Coger 10 l y contar las células (ajustar

la densidad celular a 2-5 x 105 células/ml).

7. Añadir 1 l de anexina V-FITC. Resuspender bien e incubar las muestras durante 

15 min protegidas de la luz. 

8. Añadir 10 ml te tampón. Centrifugar a 2000 g, 5 min.

9. Resuspender en 195 l de tampón.

10. Si las muestras no pueden ser analizadas de inmediato pueden guardarse a 4 ºC

durante un máximo de 24 h. 

11. Añadir 10 l de ioduro de propidio (20 g/ml)

12. Análisis por FACS. 

4. Otros métodos:

4.1. Incubación celular con los substratos de la síntesis de LTs, AA y LTA4

1. Preparar el AA o el LTA4(*):

Ácido araquidónico: 

100 g/ l, #90010 Cayman Chemical
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PM: 304.5 g/mol

2. Diluir 1/10 en etanol al 100 % (10 g/ l) en un vial de vidrio. Cerrar el vial bajo 

una atmósfera de nitrógeno. Guardar a –20 ºC. Esta es la solución de trabajo. 

3. Las células se resuspenden en DPBS++. Añadir 20 M de AA o 15 M de LTA4

previamente hidrolizado (ver protocolo de hidrólisis). 

4. Añadir 5 M de ionóforo de Ca2+ (A23187 Sigma).

5. Incubar las células durante 20 min a 37 ºC. 

6. Parar la reacción y precipitar las proteínas añadiendo 2 volúmenes de metanol frío. 

7. Guardar a –20 ºC hasta su posterior análisis. 

NOTAS:

(*):El LTA4 libre es un compuesto muy inestable por lo que se comercializa

metilado mediante un enlace éster. Así, previamente a su utilización en ensayos 

celulares se ha de realizar la hidrólisis del grupo metilo. Este protocolo viene detallado

a continuación. 

4.2. Hidrólisis del LTA4- metil éster

Leukotriene A4 methyl ester (#20010 Cayman Chemical):

25 g en 250 l de hexano/1% TEA 

PM= 332.5 g/mol

1. Evaporar la solución de hexano/1% TEA del vial de LTA4-metil éster bajo

nitrógeno hasta que el vial esté completamente seco. 

2. Resuspender el extracto seco en 500 l de tetrahidrofurano y mantenerlo a 4 ºC. 

3. Previamente preparar en un recipiente de plástico un baño de isopropanol con nieve 

carbónica y dejar en agitación a 4 ºC con la ayuda de un agitador magnético (ver

Figura 1.5)
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4. Pasar los 500 l de tetrahidrofurano (THF) a un nuevo vial de vidrio con un 

pequeño imán como indica la Figura 1.5 y dejar que se agite. 

5. Añadir al vial 50 l de LiOH 1 M mientras se agita. 

6. Añadir 5 l de H2O destilada. 

7. Dejar agitar durante 24 h a 4 ºC.

8. Evaporar la solución de hidrólisis bajo una atmósfera de nitrógeno.

9. Resuspender el extracto seco en 200 l de metanol y guardar a –80ºC hasta su 

posterior utilización. 

THF
im án

A g itad or  m agnético

Isopropano l +
n ieve  carb ón ica

THF
im án

A g itad or  m agnético

Isopropano l +
n ieve  carb ón ica

Figura 1.5. El LTA4 pierde el grupo metilo cuando se incuba 24 h en una solución de THF que 

contiene LiOH. 

10. Coger una alícuota de esta solución disolver en 1 ml de metanol y chequear la 

estabilidad del LTA4 mediante la determinación del espectro de absorción 

ultravioleta (medir el espectro desde 200 a 350 nm). Típicamente los compuestos

con 3 dobles enlaces conjugados dan lugar a un característico triplete de absorción 

UV con un primer pico alrededor de los 260 nm, un máximo a sobre los 280 nm y 

un último pico alrededor de los 300 nm (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Típico espectro de absorción del LTA4.

4.3. Características de los oligonucleótidos y condiciones de amplificación por RT-

PCR de los genes 5-LO, FLAP, LTC4 sintasa y gliceraldéhido 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) de rata.

Reacción de retrotranscripción (RT):

para un volumen de 20 l:

2 g RNA total 

4 l AMV RT 5x Reaction Buffer (#M515A, Promega)

2 l dNTPs 10 mM

0.5 l Rnase inhibitor 40 u/ l

1 l Random primers u Oligo dT15 (500 g/ml)

1.5 l AMV Reverse Transcriptase (#M5101, Promega)

x l H2O libre de nucleasas 

reacción: 42ºC 45 min

guardar a 4ºC
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Tabla 1.1. Condiciones de la RT-PCR para los genes de rata estudiados: en todas las

amplificaciones se utilizó el kit de amplificación de Invitrogen: Taq DNA Polymerase,

(#18038-026).

GEN

GenBank database

PRIMER SENSE PRIMER ANTISENSE Condiciones

de PCR

5-LO

No. J03960 

Nucleótidos 152-173

5’-tacatttacctcagcctcattg-3’

Nucleótidos 598-619

5’-gtccactcccttttcactatca-3’

4 l RT, no MgCl2

(94ºC 30´´, 58ºC 1´,

72ºC 30´´) x35 ciclos

468 pb

FLAP

Nº. X52196 

Nucleótidos 289-310

5’-gggctgatgtatctgttcgtg-3’

Nucleótidos 479-499

5’-gcggggagatcgtcgtggtta-3’

2 l RT, 0.5 mM MgCl2

(96ºC 30´´, 55ºC 30’’,

75ºC 45´´)x35 ciclos

211 pb

LTC4 sintasa

Nº. AB048790 

Nucleótidos 167-184

5’-ccgagttcgagcgcgtct-3’

Nucleótidos 290-307

5’-tctacctgttcgcgcgcc-3´

3 l RT, 1.5 mM MgCl2

(96ºC 45´´, 60ºC 30´´,

72ºC 1´)x35 ciclos

141 pb

GAPDH

Nº. X02231 

Nucleótidos 451-470

5’-tccctcaagattgtcagcaa-3’

Nucleótidos 739-758

5´-agatccacaacggatacatt-3’

2 l RT, 1 mM MgCl2

(94ºC 30´´, 58ºC 1´,

72ºC 30´´) x35 ciclos

309 pb
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