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Sistema endocanabinoide y desarrollo
de esteatosis hepatica

CARINA VALENZUELA', VALESKA CASTILLO?*, ANA MARIA RONCO?,
CAROLINA AGUIRRE?!, SANDRA HIRSCH?*¢, MIGUEL LLANOS?>f

A role for the endocannabinoid system
in hepatic steatosis

The endocannabinoid system (SEC) is an important modulator of several
metabolic functions. This system is composed by cannabinoid receptors type 1
and2 (. RCB, and RCB,), their endogenous ligands, known as endocannabinoids,
and the enzymes involved in their synthesis and degradation. A deregulated
SEC originates metabolic alterations in several tissues, resulting in the typical
manifestations of the metabolic syndrome. Liver steatosis of different origins
constitutes a physiopathological condition where an altered hepatic SEC is ob-
served. In this condition, there is an increased expression of RCB, and/or higher
endocannabinoid levels in different hepatic cells, which may exert an autocrine/
paracrine hyperstimulation of RCB /RCB,. Activation of RCB, stimulate the
expression of several hepatocyte lipogenic factors, thus leading to increased de
novo fatty acids synthesis and consequently to an abnormal accumulation of
triglycerides. The effect of RCB, activity on hepatic function is still controver-
sial because, on one side its stimulation has an interesting protective effect on
alcoholic liver disease while, on the other, it may enhance the development of
hepatic steatosis in experimental models of diet-induced obesity. In this review
we discuss the proposed mechanisms by which SEC is involved in the etiology
of hepatic steatosis, as well as the therapeutic possibilities involving peripheral
RCB, /RCB, antagonism/agonism, for the treatment of this condition.
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acumulacion excesiva de triglicéridos en

los hepatocitos. Esta condicién constituye
el estado inicial de diversas enfermedades hepati-
cas, tales como enfermedad hepatica por alcohol,
enfermedad por higado graso no alcohdlica y
hepatitis C. La progresién a un estado de cirrosis
hepatica deriva en complicaciones tales, que son
de alto riesgo de mortalidad como la encefalopatia
hepdtica, falla hepdatica por hipertensiéon portal y
riesgo a desarrollar carcinoma hepatocelular. El
dafio hepdtico crénico es un importante problema
de salud publica en la actualidad, con una morta-
lidad de alrededor de 1,4 millones de individuos/
afio a nivel mundial’. En Chile, la Encuesta Nacio-

l a esteatosis hepdtica se caracteriza por una

nal de Salud 2009-2010 determiné que el riesgo de
desarrollar dafio hepético crénico por alcohol es de
39,1% en hombres y 25,2% en mujeres?, siendo la
mortalidad total por cirrosis y otras enfermedades
croénicas del higado de 3.249 defunciones durante
el afio 2009°.

La acumulacién excesiva de triglicéridos a nivel
hepatico se puede deber a distintos mecanismos:
1) aumento de la sintesis de novo de dcidos grasos;
2) disminucién de la oxidacién de 4cidos grasos;
3) transporte aumentado de dcidos grasos desde
tejidos periféricos hacia el higado; 4) bloqueo del
transporte de 4cidos grasos desde el higado a la
circulacién general y a tejidos periféricos. Si esta
condicién patolégica persiste, progresa a infla-
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macion, fibrosis y finalmente cirrosis hepatica,
especialmente en presencia del virus de la hepatitis
C, diabetes y obesidad.

Existe evidencia reciente que implica al sistema
endocanabinoide (SEC) en la regulacién de la he-
modinamia hepdtica, fibrogénesis y metabolismo
lipidico, ademads de su participacién en la desregu-
lacién de estas funciones en estados patolégicos,
como en la esteatosis hepatica de origen alcohoélico
o dietario. Por lo tanto, es necesario discernir los
mecanismos implicados en el desarrollo de estas
patologias, como una estrategia potencial para
el tratamiento del dafio hepdtico a través de la
modulacién del SEC.

Sistema endocanabinoide. Caracteristicas
generales

El sistema endocanabinoide lo comprenden
fundamentalmente los receptores tipo 1y 2 para
canabinoides (RCB, y RCB,), sus agonistas end6-
genos, siendo los mas estudiados la anandamida
(ADA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), y las
enzimas responsables de su formacién y degra-
dacién*®.

Los endocanabinoides ADA y 2-AG, son bio-
sintetizados a partir de fosfolipidos de membrana.
La ADA se une con gran afinidad al RCB, y con
menor selectividad a RCB,. En tanto, el 2-AG se
une casi con la misma afinidad a ambos receptores®
(Figura 1). Luego de ejercer su accidn, la ADA es
degradada especificamente por la acciéon de la

enzima 4cido graso amido hidrolasa (AGAH),
mientras que el 2-AG es inactivado por la enzima
monoacilglicerol lipasa (MAGL).

Los RCB, y RCB, son receptores de membra-
na acoplados a proteina G, inicialmente descu-
biertos como blancos moleculares del (-)-D°-
tetrahidrocannabinol (D°-THC), el componente
psicotrépico de la planta Cannabis Sativa. Dichos
receptores participan en la modulacién fisioldgica
de varias funciones del sistema nervioso central y
de diversos tejidos periféricos al ser activados por
sus agonistas endégenos. EIRCB, se expresa tanto
a nivel central como periférico (tracto gastroin-
testinal, higado, pancreas, musculo esquelético,
tejido adiposo, etc.)’; en tanto que el RCB, se
expresa principalmente en las células del sistema
hematopoyético e inmune®. Sin embargo, en los
tltimos afos se ha descrito la presencia del RCB,
en cerebro’ y en tejidos periféricos tales como
péancreas e higado'®" jugando un rol importante
en la funcionalidad de estos tejidos.

SEC en higado

Hace menos de una década se establecid la
presencia del SEC a nivel hepdtico, conocién-
dose cada vez mds su participacién en distintas
funciones metabolicas inherentes a la fisiologia y
fisiopatologia hepdtica. En condiciones normales,
los receptores para canabinoides se expresan débil-
mente en el higado'%; observandose bajos niveles
de RCB, en hepatocitos y células endoteliales, y de

Figura 1. Rutas metabdlicas
vinculadas a la sintesis de los
endocanabinoides Anandamida
(ADA) y 2-Araquidonoilglicerol
(2-AG) a partir de fosfolipidos
de membrana. Luego de sinte-
tizados, estos endocanabinoides
son capaces de activar RCB,
y RCB, estimulando diversos
procesos metabdlicos en tejidos
blanco.
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RCB, en células de Kupffer. Sin embargo, el dafio
hepatico en distintos grados estd asociado a un
aumento de la expresion de RCB, en hepatocitos,
miofibroblastos y células endoteliales y de RCB,
en células de Kupffer y miofibroblastos'. Adicio-
nalmente, en respuesta a daio hepdtico agudo o
crénico hay un aumento de la concentracién de
2-AG en hepatocitos y en células estrelladas, y
de ADA en hepatocitos, células endoteliales y de
Kupffer'"'*!. Estos antecedentes indican la exis-
tencia de un mayor tono endocanabinoide hepa-
tico en condiciones fisiopatoldgicas, tales como la
esteatosis alcohdlica y no alcohdlica.

SEC y esteatosis hepatica no alcohélica

El higado graso no-alcohélico (HGNA) es
la sefial hepatica del sindrome metabdlico y es
bastante comtn en la préctica clinica, con una
prevalencia de 20-30% en paises occidentales®.
La manifestacion de la enfermedad va desde una
simple esteatosis a una esteatohepatitis, un estado
que incluye esteatosis, inflamacién, dafio hepético
y activacion de fibrogénesis, con un riesgo de 10-
20% de presentar cirrosis luego de 10 a 20 anos'c.
El progreso de esteatosis a esteatohepatitis no estd
claramente dilucidado y parece ser de cardcter
multifactorial. Estudios recientes indican la par-
ticipacién de metabolitos lipotdxicos de dcidos
grasos provenientes del tejido adiposo, como
también el aumento de lipogénesis de novo en el
higado. El dano hepatocelular y su progresién es
potenciado por la accién de citoquinas derivadas
de macréfagos infiltrados".

Tanto la obesidad en humanos como la indu-
cida en modelos animales estin a menudo aso-
ciadas a esteatosis hepdtica; sin embargo, ambas
condiciones no ocurren en animales “knockout”
para el gen que codificaa RCB, (RCB,”)". Por otra
parte, en ratas genéticamente obesas (Zucker) es
posible reducir su cuadro de esteatosis luego de un
tratamiento crénico con un antagonista/agonista
inverso de RCB, . En este sentido, los nuevos es-
tudios se han enfocado en asociar la maquinaria
molecular hepdtica con las acciones metabdlicas
reguladas por el SEC, que son conducentes al
desarrollo de lipogénesis de novo. Aunque nor-
malmente los hepatocitos expresan RCB, en bajos
niveles, al ser activados estos receptores estimulan
la sintesis de novo de 4cidos grasos a través de
una secuencia de reacciones que implican un au-
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mento en la expresién del factor de transcripcién
conocido como proteina de unién del elemento
regulador de esteroles 1c (SREBP-1c), que a su
vez induce una mayor expresion de sus enzimas
blanco: la acetil coenzima A carboxilasa-1 (ACC1)
y la dcido graso sintasa (AGS)®. En forma con-
cordante, no hay respuesta lipogénica del higado
en ratones RCB,”; en tanto que ratones nativos
tratados con un antagonista/agonista inverso de
RCB, (Rimonabant), muestran una disminucién
de la sintesis de novo de 4cidos grasos hepaticos.
Al respecto, resulta interesante el hallazgo que
demuestra que una dieta alta en grasa es capaz de
estimular la produccién de ADA a nivel hepético
y al mismo tiempo aumentar la expresién de RCB,
en hepatocitos'®. Ambas condiciones indican la
existencia de una hiperactivacion de RCB,, deri-
vando finalmente en un aumento de la sintesis de
novo de acidos grasos y la posterior acumulacién
de triglicéridos. Estudios mas recientes, realizados
en un modelo animal con una delesién higado-
especifica de la expresiéon de RCB, (hRCB "),
demostraron que estos receptores hepaticos se
requieren para el desarrollo de esteatosis inducida
por dieta, dislipidemia y resistencia a insulina y
leptina®. Ademds, estos animales hRCBl’” ali-
mentados con una dieta alta en grasa desarrollan
obesidad, pero no presentan esteatosis hepatica,
ni dislipidemia ni resistencia a insulina. Estudios
recientes en cultivos de hepatocitos demuestran
ademds que la activacion de RCB, no solo estimula
la lipogénesis de novo, sino que también reduce la
oxidacién de dcidos grasos y bloquea la liberacion
de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
ricas en triglicéridos. En este ultimo caso, se ha
demostrado que hay una rdpida deplecion del ex-
ceso de triglicéridos hepaticos luego de un bloqueo
global de RCB, periféricos en modelos animales de
obesidad inducida por dieta*. Este hallazgo sugiere
la participacién de RCB, en la modulacién de la
velocidad de secrecion de VLDL desde higado a
la circulacién sanguinea. El antagonista utilizado
en este estudio, denominado AM6545, oralmente
biodisponible y con una limitada penetracién a
nivel del sistema nervioso central, es capaz de re-
vertir la esteatosis hepdtica no alcohdlica asociada
a obesidad y mejorar la dislipidemia®'.

Otro receptor importante en la fisiopatologia
hepatica es el receptor tipo 2 para canabinoides
(RCB,). Se ha descrito que los RCB,, que nor-
malmente son casi indetectables en el higado,
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estan fuertemente inducidos en hepatocitos y
colangiocitos en casos de esteatosis no alcohdlica
e higado graso®. En cirrosis hepdtica declarada,
dichos receptores se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en el higado, tanto en hepatocitos, células
estrelladas, colangiocitos y miofibroblastos. Estos
antecedentes sugieren la participacién de RCB,
en los cambios metabdlicos que caracterizan la
fisiopatologia hepatica en diversos grados. En este
sentido, ratones knockout para RCB, (RCB, ") son
resistentes a la esteatohepatitis inducida por dieta
en comparacién a los ratones nativos con igual
alimentacion. Adicionalmente, el tratamiento
con un agonista de RCB, incrementd mds atn la
acumulacién de triglicéridos hepaticos en ratones
nativos®. Sin embargo, en la actualidad se requie-
ren mds estudios para dilucidar el rol del RCB, en
la patogénesis del higado graso, como también la
participacion de otros posibles receptores cana-
binoides con una funcién atin desconocida en la
biologia hepatica* (Figura 2).

SECYy esteatosis hepatica alcohdlica

El alcoholismo, que puede conducir al desa-
rrollo de higado graso y progresar a cirrosis, es
una de las principales causas de morbimortalidad
relacionadas con dafio hepdtico. El consumo de
alcohol estimula la lipogénesis hepdtica e inhibe

la oxidacién de los dcidos grasos®. Teniendo en
consideracién que el mecanismo por el cual se
induce esteatosis por alcohol y por dieta es similar
(estimulacién SREBP-1c¢) y que el alcohol induce
un aumento de los niveles de endocanabinoides en
cerebro®, se ha sugerido que el SEC participa tam-
bién en el desarrollo de la esteatosis alcohdlica. De
hecho, modelos en ratones con ingesta alcohdlica
crénica mostraron que la esteatosis hepdtica estd
asociada a un aumento en la expresién de RCB, y
niveles de 2-AG en células estrelladas; condicion
que se puede evitar con la administracién de un
antagonista de RCB, . Los niveles aumentados de
2-AG generan una hiperestimulacién paracrina de
los RCB, presentes en los hepatocitos adyacentes,
induciendo la sobre-expresién de genes lipogéni-
cos y disminuyendo la excrecién de triglicéridos
hepéticos y la oxidacién de acidos grasos. Resul-
tados adicionales indican que ratones nativos
tratados con un antagonista de RCB, y aquellos
RCB,” y hRCB, ", son resistentes al desarrollo de
higado graso inducido por la ingesta de alcohol®.

Por otra parte, se ha sugerido que la activa-
cién de los RCB, podria ser un nuevo objetivo
terapéutico en las enfermedades hepdticas por
abuso de alcohol. En un modelo de ratas cirré6-
ticas, el agonista de RCB,, JWH-133, mejora la
respuesta regenerativa a una lesién hepatica aguda
y disminuye la fibrosis”. La activacién de RCB,
también puede tener efectos beneficiosos sobre

Figura 2. Participacion del siste-
ma endocanabinoide en la etio-
logia de la esteatosis hepatica.
Es importante notar los efectos
opuestos del agonismo de RCB,
en relacion a la causa de esta
patologia; ya sea por consumo
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el dafio hepatico debido a hepatitis inducida por
tetracloruro de carbono (CCl,), ya que promueve
regeneracion tisular via mecanismos paracrinos
que inicialmente implican la participacién de
miofibroblastos hepaticos®. La enzima inducible
sintetasa de 6xido nitrico (iISON) se ha identi-
ficado como la molécula clave capaz de mediar
los efectos beneficiosos de RCB, en higado®, ya
que ratones deprivados de la expresién de RCB,
(RCB,”) muestran una induccién disminuida de
la iSON hepdtica cuando son estimulados con
CCl,; en tanto que ratones deprivados de expresién
de iSON muestran un aumento de la apoptosis
del hepatocito cuando son expuestos a los efectos
deletéreos de dicho solvente organico®.

Otros estudios indican que la activacién de
RCB, reduce la acumulacién de triglicéridos en
hepatocitos de ratones expuestos a una ingesta
crénica de alcohol®. Adicionalmente, estudios
en ratones RCB, " expuestos a alcohol presentan
una esteatosis hepdatica exacerbada, mientras que
animales nativos tratados con un agonista selectivo
para RCB, (JWH-133) no desarrollan esteatosis
por ingesta alcohélica. Dado que los RCB, no se
expresan en los hepatocitos®>?*, los datos sugieren
que la sefial anti-esteatogénica se podria originar
en las células de Kupffer. Estos antecedentes sugie-
ren que la activacién de RCB, tiene un efecto bene-
ficioso en el dafio hepatico por alcohol, limitando
la inflamacién vy la esteatosis a través de efectos
autocrinos y paracrinos. En este sentido, experi-
mentos in vitro han confirmado que la activacién
de RCB, regula la polarizacién de los macréfagos,
previniendo la respuesta proinflamatoria M1 e
induciendo la respuesta antiinflamatoria M2%, lo
que reduce la acumulacién de grasa en el higado.

Evidencia clinica

En relacién a algunos estudios clinicos, estos
coinciden con los datos preclinicos descritos
anteriormente. Se sabe que pacientes obesos con
tendencia a desarrollar sindrome metabdlico
poseen un tono endocanabinoide aumentado,
teniendo niveles séricos de 2-AG mayores que los
que presentan los individuos delgados®-*?. Datos
delaliteratura indican que hay una correlacién po-
sitiva entre las concentraciones de 2-AG en sangre
arterial y venosa hepdtica y el contenido de lipidos
en higado®. Adicionalmente, un estudio reciente
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demostré un robusto aumento de RCB, hepiticos
en individuos con higado graso no alcohélico*. El
impacto del SEC sobre la esteatosis hepdtica se ha
investigado mdas acuciosamente en pacientes con
hepatitis C, en los cuales la prevalencia de estea-
tosis es de 30-70%, ya sea como consecuencia de
perturbaciones metabdlicas asociadas o bien por
los efectos esteatogénicos propios del genotipo 3
del virus de la hepatitis C. En un estudio prospecti-
vo en pacientes con hepatitis C no tratados, el uso
diario de Cannabis durante 6 meses se reconocid
como un predictor independiente de esteatosis
severa®. Adicionalmente, se ha demostrado una
correlacién positiva entre el nivel de expresién
de RCB, hepaticos y el grado de severidad de la
esteatosis por hepatitis C*.

Aunque los estudios clinicos han sido sus-
pendidos en la actualidad debido a los efectos
indeseables de los antagonistas de RCB, a nivel
del sistema nervioso central, evidencias previas
e indirectas sugieren que el bloqueo de RCB, po-
dria haber sido una aproximacién vélida para el
manejo de la esteatosis hepdtica no-alcohdlica. El
andlisis de los datos obtenidos de cuatro estudios
independientes en pacientes con sobrepeso, indica
una disminucién de los niveles séricos de alanina
aminotransferasa (ALT) en aquellos sujetos bajo
tratamiento con rimonabant en relacién a los tra-
tados con un placebo, lo que sugiere un impacto
beneficioso sobre el higado graso®. Adicionalmen-
te, el ensayo ADAGIO-Lipidos, en alrededor de 800
pacientes con obesidad abdominal y dislipidemia,
reportd resultados similares®. Mds aun, un sub-
estudio dentro del ensayo descrito anteriormente,
desarrollado para evaluar depésitos lipidicos
hepaticos por tomografia computarizada, revel6
una disminucién de la esteatosis hepédtica en los
pacientes tratados con rimonabant versus los pa-
cientes sometidos a placebo. Todas estas evidencias
indican la participacién de los endocanabinoides y
delos RCB, hepéticos en el desarrollo de esteatosis;
y por lo tanto validan la posibilidad de inhibir este
receptor en el tratamiento de esta condicion pato-
légica; aun cuando dicha inhibicién debiese estar
restringida a nivel periférico para evitar los efectos
secundarios asociados a un impacto indeseable en
la funcidén cerebral®*.

Finalmente, es necesario recordar que rimona-
bant se utiliz6 terapéuticamente en varios paises,
fundamentalmente en Europa, durante alrededor
de dos anos (2006-2008), periodo en el que se
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constaté que este compuesto, al inhibir los RCB,
presentes en el sistema nervioso central, generaba
problemas de ansiedad y depresién marcada en pa-
cientes susceptibles®”*!. El SEC esta involucrado en
la mantenci6n de un estado homeostatico de com-
portamiento, respondiendo a periodos de estrés
y ansiedad a través de una modulacién neuronal
retrégrada*>* debido a la activacion de RCB, por
sus agonistas endogenos ADA y 2-AG*. De manera
que el bloqueo de RCB, en el sistema nervioso cen-
tral altera los mecanismos de “manejo” del estrés y
la ansiedad, facilitando la manifestacion de efectos
secundarios de cardcter depresivo. Dado que los
riesgos de desdrdenes siquidtricos a causa de este
compuesto sobrepasaban los efectos beneficiosos,
la Agencia Europea de Medicina recomendé en
octubre de 2008 la suspension de la venta de este
medicamento*"*. Por esta razdn, en los dltimos
afios, la investigacion en esta drea se ha enfocado
en el desarrollo de compuestos que no atraviesen
la barrera hemato-encefilica, ya sea antagonistas
como agonistas inversos, de modo que ejerzan su
accion de bloqueo de RCB, solamente en 6rganos
periféricos®***. El potencial terapéutico de este
tipo de compuestos seria de gran utilidad en el
tratamiento de ciertas condiciones fisiopatolégicas
asociadas a la hiperactivacién de RCB , como por
ejemplo las alteraciones hepaticas descritas en
este articulo.

Conclusiones

En los dltimos afios se ha considerado que los
endocanabinoides, a través de la activacién de
RCB, hepéticos, han emergido como importan-
tes moduladores del desarrollo de higado graso,
tanto el inducido por dieta como por alcohol.
Ambas situaciones dan cuenta de la mayoria de
los casos de cirrosis en las sociedades occidenta-
les, lo que promueve el potencial uso terapéutico
de antagonistas de RCB, para el tratamiento de
estas condiciones patoldgicas. Dados los efectos
secundarios indeseables a nivel del sistema ner-
vioso central reportados al utilizar rimonabant
para el tratamiento de sobrepeso/obesidad (un
antagonista/agonista inverso de RCB, ), se ha for-
mulado actualmente una segunda generacién de
antagonistas y agonistas inversos de este receptor
CB,, con accién restringida a nivel periférico, que
podrian ser ttiles para el tratamiento de la estea-
tosis hepatica de distinto origen.
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Por otra parte, la posibilidad de utilizar agonis-
tas de RCB, sin efectos psicoactivos es un hecho
plausible, dado los beneficios terapéuticos que
puede presentar la activacién de RCB, en atenuar
el dano hepdatico y promover la reparacién del
tejido en casos de fibrosis hepdtica por alcohol.

Finalmente, es importante considerar que el
SEC hepatico no sdlo participa en la fisiologia y
fisiopatologia del higado, sino que también estd
implicado en otros efectos sistémicos asociados
al sindrome metabdlico, como es el caso de la
dislipidemia y resistencia a insulina y leptina®3*.
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