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Introduccio

11 ELFETGE

111 GENERALITATS

El fetge és una glandula accessoria de I'aparell gastrointestinal tot i que
també té multiples funcions no relacionades amb I'alimentacio. Es la glandula
meés gran del cos, trobant-se situat en el quadrant superior dret de la cavitat
abdominal, just per sota del diafragma. Els vasos sanguinis entren per la seva
cara inferior, mentre que els conductes hepatics dret i esquerra surten per
I'hilum, també anomenat porta hepatis (1-3).

A més del seu paper en la detoxificacid de productes de rebuig del
metabolisme, també actua regulant el metabolisme energetic en processar
els nutrients que provenen de la digestio per tal de distribuir-los a la resta de
teixits. Altres funcions del fetge son: la sintesi i secrecid de la bilis, la sintesi de
proteines i lipoproteines plasmatiques i factors de coagulacio, la detoxificacio
de farmacs i toxines, i, a més, funcions metaboliques com la sintesi de
glicogen, la gluconeogenesi i també I'emmagatzematge de glicogen i

algunes vitamines i lipids (1-3).

11.2 ESTRUCTURA DEL FETGE

Com la majoria de glandules exocrines, el fetge esta dividit en Iobuls i
lobels més petits mitiangant una serie d’envans de teixit conjuntiu. El seu
parenquima esta constituit per grups de ceéllules epitelials, els hepatocits, i
per un sistema ramificat de conductes. Podem observar un patré repetit
d’arees més o menys hexagonals on els cordons d’hepatocits es disposen
de forma radial al voltant d’'una vena central o post-sinusoidal (figura 1.1). En
tres dels angles d’agquestes zones poligonals hi ha una petita area triangular
formada per teixit conjuntiu que conté un conducte biliar, una branca de
lartéria i una branca de la vena porta. Aquest complex s’anomena espai
porta o triada portal. Les branques laterals d’aquests vasos conflueixen en
els sinusoides hepatics, que ocupen els espais que queden entre els
cordons d’hepatdcits | drenen cap a la vena central. Per tant, les céllules
hepatiques estan exposades a un gran volum de sang que flueix en sentit

centripet pels sinusoides. La bilis és secretada de forma continua cap a una
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Introduccio

xarxa de canalicles biliars situats a I'interior dels cordons d’hepatocits, i flueix

en sentit centrifug cap als conductes biliars situats en els espais porta (1, 2).

Liver Lobule

Detail of Lobule

Hepatic venule

Branch of

Bile duct

hepatic
portal vein

Figura 1.1. Estructura del Iobul hepatic. Font: National Institutes of Health,
United States Department of Health and Human Services, EEUU.

La unitat estructural i funcional del fetge és 'acin hepatic que és una
massa mes o0 menys ovalada de cel-lules parenquimatoses que envolta cada
arteriola, venula i conducte biliar de I'espai porta (figura 1.2). En cada extrem
de I'acin hi trobem la vena hepatica terminal o post-sinusoidal. L'acin es va
adoptar com l'estructura basica del fetge ja que facilita I'explicacio del patrd
de degeneracio cel-lular que s’observa en les lesions hipoxiques i toxiques
del fetge (1-3). L’acin es divideix en 3 zones; la zona 1, la que envolta de
forma immediata I'arteriola hepatica i la vénula porta terminal; La zona 2 o
regio intermedia; i la zona 3, la formada per les cel-lules que es situen en la
proximitat dels extrems de I'acin. La sang circula de manera sequencial a
través d’aquestes zones i surt per les branques terminals de la vena hepatica
en cada extrem de 'acin (1) (figura 1.2).

En els cordons de les céllules parenquimatoses hepatiques hi ha
diferencies tant en la ultraestructura com en l'activitat enzimatica de les
cellules de cada zona funcional. En les de la zona 1 predominen els enzims

implicats en el metabolisme oxidatiu i la gluconeogénesi, mentre que en les
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Introduccio

de la zona 3 son més nombrosos els enzims implicats en la glucolisi i en el
metabolisme dels lipids i substancies toxiques. Les cellules de la zona 2
presenten una dotacid® enzimatica de caracteristiues intermedies.
Segurament tots els hepatocits tenen les mateixes capacitats perd, en canvi,
mostren diferencies en la ultraestructura i en la funcié segons la concentracio
d’oxigen i de soluts que hi ha a la sang de la zona de 'acin en que es troben

situats (1).

Simple hepatic acinus

/

\‘ '-:;'-Hapanc venule

Zone 3 ‘_." :
i Sy i'..
: Zone s SO LA
o+ (]
ll ".'..__ gy " : L
i o Zi By ¥
I ¥ i * # 1
i I ¥ ]
! “Zone 2!
L)) MO “
! L Zoned

Portal mmq&{ £ =X oy

Figura 1.2. Estructura de I'acin hepatic. Font:
https://courses.stu.gmul.ac.uk/SMD/kb/microanatomy/senior/metabolism/liver/answers/index.htm

1.1.3 IRRIGACIO SANGUINIA

La irrigacio del fetge és doble: per una banda rep sang ben oxigenada
de la circulacid6 general a través de lartéeria hepatica, que aporta
aproximadament un 25% de la sang. Per altra banda, rep el gran volum de

sang poc oxigenada procedent del sistema intestinal a través de la vena
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porta i que representa un 75% de I'aportament total. La sang surt a través de
les venes hepatiques les quals desemboqguen en la vena cava inferior.

A l'introduir-se per I'nilum hepatic, la vena porta es divideix en venes
interlobars, que a la vegada es divideixen en venes conductores les quals
tenen com a caracteristica el fet de tenir una paret més prima que la de
vasos de diametre comparable a d’altres zones del cos. La ramificacio
d’aquests vasos dona lloc a les venes interlobellars , de les que s’originen
venes encara meés petites i amb una paret molt prima. Aquestes venes,
juntament amb una branca de I'arteria hepatica i el conducte biliar, son els
components de les triades portals o espais porta els quals es disposen de
manera parallela a la vena central. Les branques laterals de les venes dels
espais porta son les venules periportals terminals o vénules perilobel-lars que
es van ramificant a intervals petits donant lloc a les véenules d’entrada que
desemboquen en els sinusoides.

Tan bon punt travessa I'nilum hepatic, I'artéria hepatica es divideix en
les artéries interlobars i interlobel-lars. La major part del flux sanguini que
passa per aguests vasos es divideix cap als capillars de I'estroma de teixit
conjuntiu de I'drgan, tot i que un volum petit continua cap a les arterioles
hepatiques dels espais porta. Aquestes arterioles donen lloc a branques
laterals que desemboquen en els sinusoides i a nombroses branques petites
que formen una xarxa de capillars al voltant del conducte biliar, el plexe
periductal, que a la vegada acaben desembocant en els sinusoides hepatics
(2, 3).

La principal funcid de la circulacid hepatica es realitza en els
sinusoides, que formen un plexe tridimensional a linterior dels lobels de
manera que representen una superficie enorme per a lintercanvi de
metabdlits entre la sang i el parengquima hepatic. Els sinusoides tenen una
amplada superior a la dels capillars sanguinis. Tot i que la seva paret esta
formada per céllules endotelials, hi ha zones de solucid de continuitat que
permeten l'acceés directe del plasma sanguini als hepatocits. Cada cel-lula
dels cordons hepatics disposats radialment esta en contacte, almenys per
un costat, amb la sang que flueix pels sinusoides. La sang surt dels
sinusoides a través de nombroses obertures que existeixen en la vena
central, o branca terminal de la vena hepatica, i continua cap a les venes

sublobel-lars i després cap a les venes col-lectores, les quals donen lloc a una
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o dues venes hepatiques, de mida grossa, que surten a través de I'hilum

hepatic i desemboquen en la vena cava inferior(1-3).

11.4 FUNCIO HEPATICA

El fetge és I'organ central d’integracio del metabolisme energetic i de
nutrients. Les ceéllules hepatiques constitueixen una gran reserva quimica
reactiva amb un metabolisme molt elevat, que processen i sintetitzen un gran

nombre de substancies que transportaran cap a altres parts del cos.

11.41 METABOLISME DELS GLUCIDS

En el metabolisme dels glucids, el fetge duu a terme les funcions
especifiqgues seglients:

- L’emmagatzematge del glicogen

- Laconversio¢ de la galactosa i la fructosa en glucosa

- Lagluconeogenesi

- La formacié de diversos compostos quimics importants a partir

dels productes intermedis del metabolisme dels glucids

El fetge juga un paper molt important en '’homeostasi de la glucosa.
L’emmagatzematge del glicogen permet al fetge suprimir 'excés de glucosa
en sang, emmagatzemant-la i retornant-la al torrent sanguini quan la
concentracié sanguinia d’aquesta comencga a disminuir. La gluconeogénesi al
fetge també esta destinada a mantenir la concentracio fisiologica de sucre
en sang ja que nomes té lloc quan la concentracié de glucosa comenca a
caure per sota dels valors normals. En aguest cas, els aminoacids son
convertits a glucosa ajudant aixi a mantenir els seus valors dins els limits

fisiologics (4-6).

11.4.2 METABOLISME DELS LiPIDS

El metabolisme dels lipids pot tenir lloc a gairebé totes les cel-lules,

pero alguns passos es produeixen amb major rapidesa al fetge (4-7):
- La rapida oxidacio dels acids grassos per a subministrar energia a
lorganisme. Els acids grassos es catabolitzen mitjangcant la -

oxidacio i donen lloc a I'acetil co-A, que es pot incorporar al cicle de
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Krebbs i pot produir una gran quantitat d’energia. Aquest procés es
porta a terme en totes les céllules de I'organisme, pero en el fetge
és molt més rapid i no pot utilitzar tota la acetil co-A sintetitzada, la
qual és transportada a la resta de cel-lules.

- Laformacio de la major part de les lipoproteines.

- Laformacio de grans quantitats de colesterol i fosfolipids.

- Laconversié de grans quantitats de glucids i proteines en lipids.

11.4.3 METABOLISME DE LES PROTEINES

Tot i ser un drgan molt important per al metabolisme dels gldcids i
lipids, la funcid del fetge en aquests processos no és imprescindible. En
canvi, I'organisme no pot prescindir del fetge en el metabolisme proteic. En el
metabolisme de les proteines, el fetge realitza les funcions seguents:

- La desaminacié dels aminoacids per que es puguin utilitzar per

proporcionar energia o convertir-se en gldcids i lipids.

- La formacid de la urea per a suprimir 'amoniac que es pot
acumular al medi intern. Les bacteries intestinals generen
continuament quantitats moderades d’amoniac que passa a la
sang. Si el fetge no eliminés I'excés d’amoniac, aquest podria
assolir concentracions toxiques.

- La formacid de proteines plasmatiques. El 90% de les proteines
plasmatiques son sintetitzades al fetge.

- Les interconversions entre els diferents aminoacids i altres
compostos. El fetge sintetitza alguns aminoacids, des del cetoacid
corresponent a través de la transaminacio, i altres compostos molt
importants a partir d’aquests.

A més a més d’aquestes funcions metaboliques principals, el fetge
també participa en el metabolisme de vitamines (sobretot de I'A, la D ila B12),
en diversos processos de coagulacio, en 'emmagatzematge del ferro i el
metabolisme de farmacs, hormones i substancies toxiques per a I'organisme
4,5,7).
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11.4.4

EXCRECIO DE LA BILIRUBINA

Una de les funcions més importants del fetge és la secrecio de la bilis.

La bilis t& dues funcions:

Referent a la digestio i 'absorcid de lipids, la bilis contribueix a
'emulsié de les grans particules de greixoses dels aliments per que
puguin ser atacades pels enzims pancreatics i ajuda al transport i
'absorcié dels productes finals de la digestid dels greixos a traves
de la membrana de la mucosa intestinal.

L’excrecio de diferents productes de rebuig de la sang, entre ells la
biirubina, que és un producte final de la destruccid de
I'hemoglobina, i també en I'excrecio del colesterol sintetitzat per les

cellules hepatiques.

Clinicament, la produccidé de bilis s'utiitza com a parametre de

funcionalitat hepatica; el descens de la produccié de bilis indica un fracas en

el funcionament de I'organ (4-7).

11.5 CEL-LULES HEPATIQUES

Els hepatdcits son les cel-llules que formen el parenquima hepatic.
Metabolicament, son les célllules més complexes que existeixen i
realitzen multiples funcions com l'obtencié, emmagatzematge i
aliberacid d’'un gran nombre de nutrients tals com proteines
plasmatiques, lipoproteines, acids grassos, colesterol, fosfolipids i
glucosa. Els hepatocits tambeé duen a terme la detoxificacio de
compostos toxics per a 'organisme (2, 3, 8, 9) (figura 1.3).

Les cél-lules endotelials formen la paret dels sinusoides hepatics i
estan separades dels hepatocits per l'espai de Disse. Entre
aquestes cellules hi ha unes grans fenestracions per facilitar
intercanvi de fluids i macromolécules entre els sinusoides i I'espai
de Disse. Les cellules endotelials participen activament en la
inflamacio, alliberant citocines i oxid nitric davant de determinats
estimuls (2, 3, 8, 9) (figura 1.3).

Les ceéel-lules de Kupffer son els macrofags del fetge i es troben
situats a la superficie de les cel-lules endotelials. Fagociten eritrocits

vells i eliminen bacils que intenten introduir-se a la circulacié portal
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després del seu pas pels intestins. Quan s’activen, per diferents
estimuls, generen mediadors citotoxics com les citocines, radicals
liures d’oxigen (ROS) i proteases. Alguns d’aquests compostos
poden ser toxics per a les cellules adjacents, actuar com a
mediadors de la inflamacio o bé regular la funcié dels hepatdcits (2,
3, 8, 9) (figura 1.3).

Les ceélllules estelades es troben situades a l'espai de Disse.
Aquestes cél-lules sintetitzen proteines de la matriu extracel-lular. A
meés, son importants mediadors de processos de reparacio del
fetge i constitueixen el principal reservori de vitamina A de
'organisme(2, 3, 8, 9) (figura 1.3).

i —— el i = all

Figura 1.3. Céllules hepatiques. Font: Friedman. J Hepatol 2003.
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1.2 LESIO D’'ISQUEMIA-REPERFUSIO

1.2.1 INTRODUCCIO

La lesio per isquéemia-reperfusio (I/R) té lloc quan es duu a terme un
procés de trasplantament d’'un organ i correspon al dany no immunologic de
'empelt que resulta dels processos perioperatoris implicats en I'extraccio, la
preservacio i la reperfusid del fetge donant. La lesid per I/R és un procés
complex que s'inicia quan un oOrgan es veu privat temporalment de
'aportament sanguini (isquemia) i es manifesta de manera predominant
després del posterior restabliment del flux (reperfusid). Aquesta lesio té dos
components fonamentals: la lesid per isquémia deguda a la hipoxia, i la lesid
per reperfusid provocada principaiment per la sintesi de mediadors de la

inflamacio (10, 11).

1.2.2 PATOFISIOLOGIA DE LA LESIO PER ISQUEMIA-REPERFUSIO

En condicions d’oxigenacio habituals, la sintesi dels principals substrats
es realitza mitjancant el metabolisme aerobic, obtenint-ne aixi I'energia
necessaria en forma d’ATP, a més a més d'uns metabolits faciment
eliminables com soén I'anhidrid carbonic i I'aigua.

En la fase d’isquemia, la falta d’oxigen condueix cap al metabolisme
anaerobic amb un rendiment energetic menor i amb un augment de
metabolits com I'acid lactic (11-16). L’acidosi resultant altera la cinética
enzimatica normal i la cel-lula es veu privada de I'energia necessaria per a
mantenir la seva homeostasi. La degradacié de I'ATP produeix una alteracio
de les bombes de sodi/potassi i calci, amb un pérdua del gradient a través de
les membranes cel-lulars (17-19). Aquests fendmens indueixen una alteracio
dels organuls citoplasmatics i de la integritat de la membrana que pot portar
a la mort cel-lular (20). En aquesta fase, també s’activen enzims proteolitics
responsables de la conversié de la xantina deshidrogenasa (XDH) en xantina
oxidasa (XOD). Simultaniament, degut a la degradacio de I'ATP, es produeix
una acumulacié de xantina i hipoxantina, que soén substrats de la XDH i la
XOD. D’aguesta manera, quan arriba la fase de reperfusio, existeix una
quantitat de xantina acumulada i 'enzim esta en forma oxidasa, de manera

que amb el nou aportament d’oxigen, la xantina és metabolitzada per la XOD
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i com a subproducte es formen anions superoxid que juguen un paper Mmolt
important en la lesié d’'isquemia-reperfusio (21, 22).

En la fase de reperfusio, s’estableix el flux sanguini i amb aixo tenen
loc dos processos beneficiosos per al teixit isquémic: es restableix
'aportament d’energia i s’eliminen els metabolits toxics. Des d’aquest punt
de vista, la reperfusid és un prerequisit per a la recuperacid de la lesio
isquémica. De totes maneres, la incorporacid de metabodlits toxics a la
circulacié sistemica pot tenir consequiencies metaboliques greus per culpa
de l'acidosis(23). A meés, aquesta reperfusio indueix la lesio tissular a nivell
local. La lesid hepatica causada per la reperfusid sembla que consta de dues
etapes (24-29). La primera, S'iniciaria immediatament després de la
reperfusio i tindria una durada de 4 a 6 hores. Després, hi hauria una segona
fase que s’allargaria fins als 2 o 3 dies. Com a fets més rellevants, durant la
primera fase trobem la fallada de la microcirculacié hepatica i la generacié de
diversos mediadors de la inflamacio, com els ROS, IL-1, TNF-a per part de les
cellules de Kupffer activades, la tumefaccid de les cel-llules endotelials, la
vasoconstriccio, l'acumulacid de leucocits i I'agregacid plaguetaria als
sinusoides hepatics donant lloc a una fallada en la microcirculacio (24-28, 30-
35). En agquesta fase tambeé té lloc un reclutament i adhesid dels neutrofils a
'endoteli (36). En la segona fase, els neutrdfils s’activen alliberant encara més
ROS i proteases agreujant la lesid (36-39). El deficit d’energia degut al
periode d’isquémia provoca una fallada en el transport actiu de membrana
que acaba en edema i tumefaccio de les céelllules endotelials i les céllules de
Kupffer (31). La vasoconstriccio és el resultat, entre altres, del desequilibri del
balanc d’oxid nitric i les endotelines (40-42). Aixd comporta I'estrenyiment de
la lum dels sinusoides i la disminucid de la velocitat dels leucocits que fa
incrementar la frequencia de les interaccions entre les céllules endotelials i
els leucocits fomentant la leucostasia. Els leucocits estancats contribueixen a
obstaculitzar el flux sanguini de la xarxa de sinusoides fent que s’allargui el
periode d’hipoxia i que hi hagi zones del fetge que siguin isquemiques un cop
iniciada la reperfusio (43). A més, també comporta I'activacio de les céellules
de Kupffer que generen citocines inflamatories (44) i ROS (45), agreujant la

lesio hepatica.
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1.2.3 RELLEVANCIA QUIRURGICA

El procediment estandard per al trasplantament hepatic s’inicia amb
I'extraccio de I'organ donant en situacid de mort cerebral i a cor no parat del
pacient donant. La preservacio de 'empelt es realitza mitjancant la infusié de
la solucid UW a 4°C, és aqui on comenca el periode d’isquémia freda que en
la practica clinica sol durar de 6 a 8 hores. Després d’aquest periode
d’'isquemia freda, I'organ sera sotmes a una fase disquémia calenta que
comencga quan aquest es colloca a la cavitat abdominal del receptor i es
realitza I'anastomosi dels vasos sanguinis, es restableix el flux sanguini i
comenca la reperfusio de 'empelt. Finalment, es connecta el conducte biliar.

En el trasplantament de donant viu, I'extraccio del fetge es fa a partir
d’un donant sa i viu. En coordinar la intervencié del donant i del receptor, el
temps d’isquémia freda és molt menor que en el cas del donant en estat de
mort cerebral.

Durant tot el procés es poden donar situacions que contribueixin al
desenvolupament de la lesio per I/R. En el cas del trasplantament de donant
ViU, es minimitzen els problemes inherents al donant ja que té un fetge sa. En
la preservacio i la reperfusid de 'empelt, tenen lloc canvis estructurals que
s’accentuen com meés gran és el temps d’isquemia freda. Les lesions de
preservacio es produeixen durant el periode d’extraccio i implantacié del
fetge donant, degut a la falta de flux sanguini, i es poden agreujar quan el
fetge ja esta implantat en el receptor ocasionant lesions de reperfusio. En el
receptor, la gravetat de la lesid per I/R depén de la durada del periode
d'isquemia freda i calenta, de la reduccié del flux sanguini des de la vena
porta o l'arteria hepatica, de la durada del proceés, de possibles episodis

d’hipotensié intraoperatoris i del grau d’isquemia esplenica (46).

1.2.4 DISFUNCIO PRIMARIA DE L’EMPELT

La lesio per I/R és una de les principals causes de disfuncid primaria i
de fallada primaria de 'empelt (47); a més a més de la insuficiencia pulmonar i
de la fallada multiorganica associada al trasplantament de fetge.

Després d'un trasplantament hepatic, sempre es dona alguna
disfuncio clinica o biogquimica la severitat de la qual depéen del grau de lesid

hepatica. Aquesta lesid primerenca rep el nom de disfuncid primaria de
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'empelt (DPE). Aquesta disfuncid pot ser tant una funcio pobre de I'empelt
com una fallada primaria de 'empelt (FPE), es sent, en aquest Ultim cas,
necessari el retrasplantament(47). A Espanya, segons el “Registro Espanol
de Trasplante Hepatico”, 'FPE és la segona causa de retrasplantament
després de les complicacions técniques i el rebuig immunologic, es sent
responsable del 82,1% dels retrasplantaments durant la primera setmana

després del trasplantament hepatic (46).

1.3 TRASPLANTAMENT HEPATIC

El trasplantament de fetge és actualment I'Unica opcid terapéeutica
efectiva per a pacients que pateixen malalties croniques en fase terminal i
insuficiencia hepatica aguda (48). Algunes de les malalties susceptibles de
trasplantament de fetge son la insuficiencia hepatica cronica o cirrosi de
qualsevol etiologia, la insuficiencia hepatica aguda greu, alguns tumors
hepatics, les anomalies hepatiques congenites, malalties genetiques o
aquells trastorns metabolics la seva deficiencia dels quals resideix en el fetge
(tant si originen la malaltia hepatica com si la repercussid del trastorn
metabolic és fora del fetge) i, per ultim, el fracas del fetge trasplantat (49).

Des que l'any 1963 es va realitzar el primer trasplantament hepatic
amb exit en 'home, s’han aconseguit millores en els diferents aspectes
relacionats amb el trasplantament hepatic, tals com el métode de seleccio
de candidats, la preservacid de I'dOrgan, les tecniques experimentals i la
immMunosupressio.

A Espanya, el numero de donacions d’organs i trasplantaments de
fetge suposen les taxes per milié d’habitants més elevades del mdén i la
mitjana de temps d’espera per al trasplantament hepatic €s menor que en la
resta d’Europa (46). De totes maneres, encara que aquestes xifres denoten
un benefici en la supervivencia, hi ha un creixement progressiu de les llistes
d’espera, fet que comporta que un numero considerable de pacients morin
esperant un fetge per poder ser trasplantat.

La cirurgia del trasplantament hepatic es pot dividir en dues fases: la

cirurgia del donant i la cirurgia del receptor (49):
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1.3.1 CIRURGIA DEL DONANT

Extraccid de I'organ: Després de I'exploracio de la cavitat abdominal

per valorar la grandaria, color i consistencia de I'0Organ, es dissecciona el
retroperitoneu inframesocolic, allant l'aorta abdominal, a nivell de la
bifurcacio, i la vena cava inferior, per a realitzar una canulacio rapida dels
vasos en cas de necessitat. Posteriorment, s’identifica i es dissecciona I'hilum
hepatic i es passa a canular I'aorta abdominal i el sistema portal per
perfondre el liquid de preservacio, i es canula la vena cava inferior per facilitar
'exsanguinacio i impedir 'edema. Quan el fetge ja esta alliberat dels seus
elements de fixacio ligamentosos, es procedeix a seccionar la vena cava
infrahepatica per sobre de les venes renals, 'aorta abdominal amb el tronc
celiac i, fins i tot, I'Ostium de l'arteria mesentéerica superior. Per Ultim, es
procedeix a seccionar part del diafragma.

Transport de I'organ i cirurgia del banc: L’organ s’introdueix en un

recipient hermeétic i estérii que conté la soluci®d de preservacid a 4°C.
Seguidament, es col-loca aquest recipient en una nevera portatil plena de gel.
La cirurgia del banc consisteix a examinar I'organ en condicions de
hipotermia, i preparar els caps vasculars per a la posterior anastomosi.
Basicament, es realitza la disseccid de la vena cava infrahepatica, la vena
porta, el tronc celiac i la via biliar.

Preservacid de l'drgan: Amb la preservacid de I'drgan es vol

aconseguir satisfer les necessitats metabdliques daquest durant
'emmagatzematge i protegir les cel-lules davant els efectes adversos de la
isquemia (falta d’aportament sanguini). La solucid de preservacid meés
utilitzada és la solucié de la Universitat de Winsconsin (UW), que es basa en:
1) 'ls de la rafinosa i el lactobionat (en comptes de glucosa) per evitar la inflor
cellular induida per la hipotermia, 2) tampons adequats (KH,PO,) que evitin
I'acidosis intracel-lular, 3) els colloides (hidroxietil starch, HES) per a mantenir
la integritat de l'espai intersticial, 4) els inhibidors dels ROS (glutatio i
al-lopurinal) i, 5) els precursors de 'ATP (adenosina i adenina) que mantenen
l'estat energeétic cellular i permeten una funcié adequada de la bomba de

sodi-potassi.
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1.3.2 CIRURGIA DEL RECEPTOR

Fase d’hepatectomia: La disseccio del fetge comenga buscant un pla

adequat per fora de la capsula del fetge. Posteriorment, s’identifiquen i
s'aliberen les diferents estructures de I'hilum hepatic i es liga I'arteria
hepatica. La disseccid de la via biliar es realitza després de la seccid entre
unes determinades ligadures. A continuacio, es dissequen la vena porta i la
cava inferior. En aquest moment s’extreu el fetge, després d’haver col-locat
uns clamps vasculars, que interrompen el flux sanguini, a la vena porta, la
cava infrahepatica i la cava suprahepatica.

Fase anhepatica: Durant aquesta fase s’origina la interrupcié brusca

del retorn vends de les venes porta i la cava inferior, fet que provoca
congestid venosa en el terreny esplenic, aixi com la disminucié de la pressio
arterial pulmonar i de la despesa cardiaca. Es retira el fetge del camp
quirdrgic i es preparen els pedicles vasculars per a la reconstruccio vascular.

Fase d'implantacié: En aquesta fase els aspectes técnics sdn molt

critics. Es realitza 'anastomosis (unid de caps vasculars del fetge donant
amb els del fetge receptor) de la vena cava suprahepatica, de la vena cava
infrahepatica, de la vena porta, de l'artéria hepatica i es procedeix a la
reconstruccio biliar.

Fase de revascularitzacid o reperfusio: En finalitzar 'anastomosi

venosa es procedeix a la revascularitzacidé de I'empelt retirant els clamps
vasculars. Es important comprovar que 'empelt es revascularitza de manera

rapida, homogenia i que adquireix una consisténcia adient.

1.3.3 ESTRATEGIES PER A AUGMENTAR EL NOMBRE D’EMPELTS

El factor limitant més important per a l'aplicacié del trasplantament
hepatic és la falta d’organs donants. Aquest fet provoca que no tots els
pacients puguin rebre un fetge (50). La diferencia entre el niumero d’organs
disponibles i el numero de receptors potencials va en augment com a
consequénica de l'augment de les indicacions per al trasplantament, el
descens de les contraindicacions a causa dels avencos téecnics i en el camp
de la anestiologia i per 'augment de la mortalitat deguda a malalties

hepatiques (50).
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Per intentar disminuir el deéficit d’organs s’han adoptat diferents
estrategies: L'edat maxima i mitja dels donants s’ha ampliat fent que aquest
factor ja no sigui limitant a 'hora d’acceptar un fetge per a trasplantament
(51-54), i han deixat de ser rebutjats els organs de persones que patien
algunes malalties croniques com la hipertensio arterial o la diabetis mellitus.
Tot i aixd, actualment aproximadament un 20% dels empelts sdn rebutjats
per no estar considerats aptes per al trasplantament (46).

El desenvolupament de noves tecniques quirdrgiques en la practica
clinica també ha augmentat el numero de trasplantaments possibles.
Algunes d’aguestes tecniques son la tecnica de Split, el trasplantament de
donant viu, el trasplantament domino i el trasplantament a cor parat:

Tecnica de Split: La tecnica de Split o de biparticid hepatica permet la

realitzacidé de dos trasplantaments hepatics a partir d’'un unic fetge donant.
La freqlencia d’aquesta técnica ha augmentat en els Uultims anys amb
resultats satisfactoris. En el seus comencaments, aquesta técnica va ser
desenvolupada per equips de cirurgia pediatrica davant la falta de donants
en aquest sector de la poblacio i la necessitat d’'un escas volum hepatic que
generalment no sobrepassava el 20% de la massa hepatica d’'un fetge adult.
D’aquesta manera, aquesta técnica es va comencar a realitzar utilitzant un
mateix empelt que s'implantava en un receptor pediatric i un altre d’adult.
Posteriorment, es va comencar a utilitzar aquesta técnica per a realitzar el
trasplantament a dos receptors adults, un d’ells de pes inferior a 60kg (55-
57).

Trasplantament de donant viu: Aquesta tecnica consisteix a utilitzar

com a empelts segments hepatics provinents d’'un donant viu. Inicialment,
aquesta tecnica va ser utilitzada per a receptors pediatrics (58) pero I'any
1994 es va reportar el primer cas d’un trasplantament hepatic a un receptor
adult realitzat amb un I0bul dret d’'un donant viu (59). Actualment, aquesta
modalitat representa una alternativa valida i segura en centres amb
experiencia en cirurgia hepatica arribant a representar el 25% del total de
trasplantaments realitzats (60).

Trasplantament domino: El trasplantament domino consisteix a utilitzar

com a empelt un fetge d'un receptor pre al qual la indicacid per al
trasplantament sigui la polineuropatia amiloidotica familiar (61, 62). La
polineuropatia amiloidotica familiar és una malaltia metabdlica cronica en la

que el fetge esta estructural i funcionalment bé perd té una sintesi anomala
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d’'una proteina denominada transferritina, que provoca el diposit d'una
substancia amiloide en diferents organs, perd sobretot al sistema nervids
autonom. Els simptomes es comencen a manifestar entre la segona i la
tercera setmana de vida encara que en alguns casos triga fins a 75 anys a
manifestar-se (63, 64). La utilitzacid d’aquests empelts estaria indicada en
receptors d’edat avancada o en aquells tumors hepatics de mal pronostic en
els quals la supervivencia esperada després del trasplantament sigui menor
al temps de desenvolupament dels simptomes de la polineuropatia
amiloidotica familiar.

Donant a cor parat: El donant a cor parat va ser, al comengament del

trasplantament, I'dnica font de organs donants fins que es va acceptar el
concepte de mort cerebral. El principal inconvenient que presenta aquesta
modalitat €s que no es pot saber amb exactitud el temps d’isquemia calenta
(periode en que 'drgan no ha estat irrigat per la sang arterial mantenint-se
dins l'organisme) a la qual ha estat sotmeés I'empelt abans de la seva
extraccio. Actualment, hi ha diversos estudis que han demostrat que amb la
utilitzacié d’organs, com ara el ronyo (65, 66), procedents de donants a cor
parat es poden obtenir resultats molt similars als obtinguts amb donants en
estat de mort cerebral. L’'experiencia en trasplantament de fetge encara és

molt limitada i les dades disponibles encara sén poques.

1.3.3.1 TRASPLANTAMENT HEPATIC DE MIDA REDUIDA

El trasplantament d’empelt hepatic de mida reduida (ROLT) es va
desenvolupar amb la finalitat de disminuir la mortalitat associada a la falta
d’organs de donants en estat de mort cerebral i per la necessitat de tenir
empelts de mida petita per a receptors pediatrics i adults de poc pes. El
ROLT engloba el conjunt de tecniques que redueixen un fetge natiu en un
empelt de mida menor (67).

La utilitzacid d’empelts hepatics reduits es troba associat amb una
important taxa de disfuncid primaria de I'empelt (68). La reduccid del fetge
suposa generalment un proceés llarg podent produir-se periodes d’hipotermia
no adients. De totes maneres, la utilitzacid de empelts reduits de donant viu
Nno presenta agquesta tendéncia degut als curts temps d’isquemia freda que

pateixen (69).
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Figura 1.4. Segments hepatics. Font: ACS Surgery 2003.

L’anatomia dels segments del fetge permet dividir aguest organ en
unitats funcionals independents, amb aportaments sanguinis (venosos i
arterials) separats i, de la mateixa manera, amb fluxos de sortida i drenatges
biliars independents (67) (figura 1.4). AQuestes unitats es presenten a la taula
1.1.

Tipus d’empelt Segments hepatics
Dret complet vV Vvl VIl Vil £ |
Esquerre complet mm v £ |

Lateral esquerre Il

Esquerre extes vV VvV VI VIl VI

Taula 1.1. Tipus d’empelts en funcid dels segments hepatics

A continuacio es descriuran les tres tecniques incloses en el ROLT.
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1.3.3.2 TRASPLANTAMENT HEPATIC DE DONANT DIFUNT AMB EMPELT
DE MIDA REUIDA

La técnica del trasplantament de fetge reduit consisteix en la reduccio
d’'un fetge provinent d’un donant difunt de gran grandaria per introduir-lo en
un receptor de menors proporcions. Amb aquesta técnica s’ha aconseguit
reduir notablement la mortalitat infantil en pacients en espera d’'un empelt
hepatic. El trasplantament hepatic reduit permet tractar nens menors de nou
mesos de les seves afeccions hepatiques.

L’any 1975, Starzl va realitzar el primer trasplantament hepatic de mida
reduida encara que sense exit (70). El 1984, Broelsch i Bismuth duen a terme
simultaniament aquest procés amb exit (71, 72).

El tipus d’empelt hepatic escollit depen basicament de la diferencia de
mida entre donant i receptor. L'empelt dret complet normalment cap en un
receptor de la meitat de la grandaria del donant. En canvi, 'empelt esquerre
complet permet una relacié de grandaria donant/grandaria receptor 1:4. En el
cas de I'empelt lateral esquerre, la relacid seria de 10:1 (67). De totes
maneres, la decisio final es pren després de visualitzar el fetge donant i la
fosa hepatica del receptor. La situacio ideal és que es realitzi la reduccié de
'empelt per un equip diferent al mateix temps que es realitza 'hepatectomia
del receptor, per minimitzar els temps d’'isquemia freda.

S’ha demostrat que aquesta tecnica és tan efectiva com el
trasplantament d’un empelt hepatic sencer (73, 74), amb una supervivéncia a
lany del 80%. Aquesta tecnica elimina el problema de la diferencia de

grandaria entre donant i receptor.

1.3.3.3 TRASPLANTAMENT HEPATIC SPLIT

En el trasplantament hepatic Split s’obtenen dos empelts a partir d’'un
donant difunt i es trasplanta a dos receptors diferents. El primer en realitzar
aquest tipus de trasplantament va ser Pichlmayer 'any 1988 (75).

Segons on es realitzi la divisid del fetge obtindrem empelts de diferents
grandaries:

-Si 'lheminhepatectomia es realitza a I'esquerra de la linia de Cantilie,

s’obtenen un empelt dret complet i un empelt lateral esquerra. El

segment IV es descarta.
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-Si la linia de divisio és la linia Cantilie s’obtenen dos empelts complets,

el dret i 'esquerre.

-Quan la divisio es realitza seguint el ligament falciforme, s’obtenen un

empelt dret estes i un altre lateral esquerre.

La tecnica de Split és similar a la utilitzada en el trasplantament de mida
reduida pero en aquest cas s’han de tractar curosament les dues meitats
separant perfectament els vasos i els conductes biliars.

El trasplantament hepatic Split es va utilitzar, inicialment, en situacions
d’emergencia i Nno es van obtenir bons resultats, sobretot en els empelts de
la meitat dreta (51). Als seus inicis, aquesta tecnica va ser desenvolupada per
a receptors pediatrics i més tard es va utilitzar per a trasplantar un receptor
pediatric i un receptor adult. Posteriorment, es va comencar a utilitzar per a
trasplantar dos receptors adults (un d’ells amb pes inferior a 60kg) (71, 76,
77). Actualment, s’han obtingut resultats millors amb una supervivencia a
rany del 75% (78).

Amb aquesta técnica s’augmenta el numero d’empelts a trasplantar
tot i que presenta un série d’'inconvenients: SGn necessaris dos o tres tipus
d’equips medics, dues sales d’operacions, dos equips de anestesiologia, els

temps d’isquemia freda son alts i és una tecnica molt complexa.

1.3.3.4 TRASPLANTAMENT HEPATIC DE DONANT VIU

En el trasplantament hepatic de donant viu I'empelt s’obté de
'hepatectomia d’'un familiar del receptor (figura 1.5). Aquesta tecnica
representa un gran aveng¢ per a superar la falta d’organs en pacients
pediatrics i es va poder desenvolupar gracies a I'experiéncia préevia amb el
trasplantament Split (67). L'any 1988 va tenir lloc el primer cas conegut en
nensil'any 1994 el primer cas en adults (79).

En el trasplantament pediatric (d’adult a nen) de donant viu es
trasplanta el I0bul lateral esquerre o I'esquerre complet, dependent del pes
del receptor. En el cas del trasplantament de donant viu d’adult a adult, s’han
obtingut bons resultats utilitzant 'empelt dret complet, perd en receptors de
poc pes s'utilitza el I0bul esquerre, i també 'esquerre estés, per a receptors

de major pes(79).
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Figura 1.5. Trasplantament hepatic de donant viu. Font: Schwartz, Principles of
Surgery, 8a ed.

En aquest tipus de trasplantament s’han de tenir en compte algunes
consideracions etiques: Només un parent completament sa pot ser el
donant, ja que existeix un risc Minim per al donant amb una mortalitat del
0,5%. Els resultats per al receptor son excellents amb un 80-90% de
supervivencia a I'any del trasplantament (79, 80).

Per al receptor, el risc quirdrgic és similar al que existeix quan es
realitza un trasplantament Split del I0bul esquerre. Els beneficis potencials
son remarcables: A) possibilitat d’accés al trasplantament sense haver
d’enregistrar-se a la lista d’espera el pacient, B) el trasplantament es realitza
en condicions optimes ja que és una operacio programada, C) la qualitat de
l'empelt és millor perqué el donant és una persona sana i Nno existeix el
deteriorament que es produeix per la mort cerebral en el donant difunt , D) el
temps de preservacio (isquemia freda) de 'empelt es redueix al coordinar-ne
les operacions del donant i del receptor i, E) s’obté una major compatibilitat
immunologica ja que el donant i el receptor son parents propers (81-83).

Tot i que és una técnica més complexa que el trasplantament total o el
de mida reduida aquesta modalitat quirdrgica representa actualment una
alternativa valida i segura en els centres amb experiencia en cirurgia hepatica
arribant a representar el 25% del total dels trasplantaments realitzats (84).

L’any 1988 s’havien realitzat 800 trasplantaments de donant viu a tot el mon,
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la major part d’aquests s’havien realitzat al Japd, on fins fa poc estava
prohibida I'obtencid d’organs a partir de donants difunts (81). Per un altra
banda, la utilitzacid de donants vius €s una tendencia creixent als Estats Units
d’America, on el 60% dels trasplantaments hepatics es realitzen amb aquest
metode. A Espanya, hi ha una gran quantitat de donants per la qual cosano

€s tan necessaria aquesta opcio.

1.4 REGENERACIO HEPATICA

El fetge és l'Unic organ del cos que és capac¢ de regenerar-se
totalment després d’'una agressid o una reseccio. La capacitat del fetge per
regenerar-se va ser reconeguda per primer cop en I'antic mite de Prometeu,
el mortal que va robar el foc dels déus per donar-lo als humans. Prometeu va
ser castigat i encadenat a una roca on cada dia els ocells se li menjaven el
fetge, pero durant la nit se li regenerava, d’aquesta manera era condemnat
eternament. Aquesta historia illlustra la increible capacitat del fetge per
regenerar-se: Es I'Unic organ capag de fer-ho i, al mateix temps, de mantenir
alhora la seva funcid metabdlica.

Totes les evidencies fins ara mostren que I'hepatocit totalment
diferenciat el que es replica en massa i al mateix instant per aconseguir una
regeneracio rapida del fetge després d’'una hepatectomia (85). Amb el
temps i la investigacid duta a terme per diferents cientifics, cada cop es
coneix meés bé tota la xarxa d’esdeveniments que es donen després d’'una
hepatectomia. Es conegut que certes citocines i factors de creixement, com
el factor de necrosi tumoral o (TNF-a) o la interlucina 6 (IL-6), juguen papers
primordials en la iniciacid de la regeneracioé hepatica, fet que es coneix com a
“priming”. El “priming” consisteix en la preparacio dels hepatocits de manera
que obtinguin capacitat proliferativa i aixi puguin entrar en el cicle cellular,
responent a factors de creixement com el factor de creixement hepatocitari
(HGF), el factor de creixement transformant-f (TGF-B) o el factor de
creixement epidermal amb capacitat d’'unié a I'heparina (HB-EGF). Aquest
aliberament d’lL-6 induiit pel TNF-o per part de les cél-lules de Kupffer i que té
com a consequencia la replicacié de I'hepatocit, també estimula I'activacio
de factors de transcripcio tals com el factor nuclear kB (NF-xB), el factor de
transduccid® de senyal i activador de la transcripcid 3 (STAT3), la cinasa

regulada per factors extracel-lulars (ERK) i la c-Jun N-terminal cinasa (JNK).
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Aquest procés lidera l'activacid d’'una gran quantitat de gens, immediats i
retardats, necessaris per a les funcions normals del fetge com ara la
regeneraciod i la reparacid, o com les ciclines que soén les proteines
encarregades de regular 'entrada i la progressio del cicle cellular (revisat a
(86)).

Qualsevol de les técniques de trasplantament hepatic de mida reduida
porta associada una regeneracid post-trasplantament de I'empelt. La
regeneracio hepatica és critica per a I'exit del trasplantament de donant viu i
té lloc rapidament tant en el donant com en el receptor. Si es trasplanta el
IObul dret, després de la donacio , el lobul esquerre duplica la seva grandaria
als 7 dies i arriba a més del 85% de la massa hepatica predonacio al mes de
la cirurgia. El Iobul dret trasplantat també duplica la seva grandaria en 7 dies i
excedeix la massa intacta del donant als 14 dies.

La capacitat de regeneracid del fetge quan pateix una lesi® o una
reseccid quirdrgica no deixa de sorprendre ja que aquest €s un organ
quiescent, en termes de proliferacié cel-lular (87), en el que tan sols menys

del 0,01% dels hepatdcits s’estan dividint en un moment determinat.
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Figura 1.6. Factors implicats en la regeneracié hepatica. Font: Mohammed F &
Khokha R, Trends Cell Biol, 2005.
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Una lesid hepatica o una reseccid quirdrgica provoca una proliferacio
massiva dels hepatocits supervivents que s’interromp quan la massa del
fetge arriba a una fraccié determinada del pes de l'individu, que varia amb
'edat i 'espécie (87). Per exemple, si s’extreu el 40 % de I'organ, el donant
recupera la massa perduda als 6 mesos. Encara que els hepatocits son els
primers a proliferar, tots els tipus cellulars hepatics es divideixen, des de les
cellules epitelials biliars fins les cel-lules endotelials, passant per les cel-lules
de Kupffer (88). La cinetica de la proliferacid cellular és diferent entre
especies. Immediatament després de I'estimul regeneratiu, els hepatocits
surten de l'estat G, per entrar en la fase G,, dupliquen el seu DNA en la fase S
i entren en la fase M (fase de mitosi), arribant al pic de maxima regeneracio a
les 24 hores en el cas de les rates. Existeix un segon pic de regeneracio
menor entre les 36 hores i les 48 hores (87, 88). Els altres tipus cellulars
entren en divisio 24 hores després dels hepatocits.

Segons Nelson Fausto, la regeneracid hepatica es divideix en dues
etapes: L'entrada de I'hepatdcit en cicle cel-lular des del seu estat quiescent
(Iniciacio) i la progressid a través del punt de restriccio de la fase G,
(Progressio). Segons aquest autor, aquestes etapes estan controlades
independentment 'una de I'altra. En la iniciacié hi intervindrien les citocines, el
factor de necrosi tumoral-a (TNF-a) i la interleucina-6 (IL-6). En la progressio
hi intervindrien factors de creixement com el factor de creixement
hepatocitari (HGF) i el TGF-B (89) (figura 1.6).

En la regeneracio hepatica hi intervenen diferents citocines i factors de
creixement, perd nomes ens centrarem en uns determinats ja que tenen una
rellevancia especial en agquest estudi. Les cel-lules no parenquimals del fetge
tenen una funcid important com a font de factors de creixement i
interleucines que promouen i inhibeixen la proliferacid dels hepatocits, encara
que fins avui Nno és del tot conegut el paper individual de cada tipus cel-lular.
Les cellules de Kupffer produeixen i alliberen citocines proliferatives TNF-a i
IL-6, i citocines antiproliferatives IL-1i TGF- (90). Les cel-lules endotelials dels
sinusoides, encara que no son la font majoritaria de citocines, sbn capaces
de generar TGF-B, HGF i IL-6. Les cél-lules estrellades sintetitzen i alliberen
HGF i TGF-B (90) (figura 1.7).
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1.41 HGF

L’ HGF va ser descobert gracies a la seva capacitat d’induir la sintesi
de DNA en un cultiu d’hepatocits, perd ara se sap que també té efectes
pleiotropics en altres teixits. Aquest factor exerceix els seus efectes a través
de la unio al seu receptor, anomenat c-met tirosina cinasa (91). Estudis in vivo
van demostrar la seva capacitat inductora de la regeneracio hepatica. També
s’ha observat el seu augment en plasma quan es produeix una disminucio de
la massa hepatica tant en humans com en rates (88, 91). En un estudi de
trasplantament hepatic de mida reduida en rata, 'administracid¢ de HGF va
donar lloc a un augment de la regeneracio hepatica de 'empelt (92). Amés a
mes, en un estudi amb un Mmodel de regeneracid hepatica per administracio
de tetraclorur de carboni, 'administracié d’anticossos anti-HGF va impedir la

regeneracio correcte del fetge (93).
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1.4.2 TGF-B

El TGF-B és un factor que inhibeix la divisid dels hepatdcits en cultiu.
Pertany a una superfamilia de més de 30 membres. Aquest factor és
sintetitzat en forma de prepro-molecula i requereix certes modificacions per
a la seva activacio. De la familia del TGF-B se’n coneixen tres membres: TGF-
B1, TGF-B2, i, TGF-B3. Cada proteina d’aquesta familia t& un peptid senyal a
'extrem N-terminal de 20-30 aminoacids, una pro-regié¢ (anomenada peptid
associat a la latencia o LAP) i una regi¢ de 112-114 aminoacids a I'extrem C-
terminal que es converteix en el TGF-B madur després del seu allibberament
de la pro-regi6 a través d’un tall proteolitic. El TGF-3 dimeritza per formar una
estructura activa de 25 KDa. L’associacio amb el peptid LAP serveix al TGF-
per facilitar el transit d’aquesta proteina des de l'interior cel-lular i per donar
loc a un TGF-B bioldgicament inactiu. El LAP es despréen amb pH extrems,

calor, proteases o altres mecanismes (94) (figura 1.8).
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Figura 1.8. Processament del TGF. Font: Gressner et al. Front Biosci, 2002.

Al fetge, el TGF-B es comenca a sintetitzar a les poques hores de

'hepatectomia, arribant a la seva maxima concertacié cap a les 48 hores.
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L’administracié intravenosa de TGF-B inhibeix la fase primerenca de la
regeneracio hepatica després d’'una hepatectomia a la rata (95). A més, el
tractament amb anticossos anti-TGF-f a rates que se’ls ha practicat una

hepatectomia, déna lloc a un augment de la regeneracio del fetge (96).

1.4.3 LA REGENERACIO HEPATICA EN CONDICIONS D’ISQUEMIA-
REPERFUSIO: FACTORS

1.4.31 INTRODUCCIO

Quan el fetge és sotmés a un procés d'I/R aquest pateix un dany
hepatic resultat de la interaccio entre els diferents mecanismes duts a terme

per diferents tipus cellulars (figura 1.9).
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Figura 1.9. Representacio esquematica dels esdeveniments cellulars i intravasculars
en la I/R després d’un trasplantament. Font: Massip-Salcedo et al., Liver Int, 2006.

En la present tesis ens centrarem en el sistema renina-angiotensina, la
bradicinina (BK), les metal-loproteinases de matriu (MMP), la c-jun N-terminal

cinasa (JNK) i I'oxid nitric (NO) que son factors implicats en la lesid per
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isquemia-reperfusio i que poden afectar a la regeneracié hepatica després

d’un trasplantament de mida reduida.

1.4.3.2 NUCLEOTIDS D’ADENINA

Existeix una correlacid directe entre el contingut d’ATP en el fetge al
final de la isquemia freda i la recuperacid® del pacient trasplantat (97).
Resultats obtinguts a partir d’'un model d’hepatectomia parcial van mostrar
que existeix una relacid entre els nivells d’ATP al fetge romanent i la
regeneracio hepatica del mateix (98). També s’ha vist que la isquémia freda

inhibeix la sintesi de DNA en un model d’hepatectomia parcial (99).

1.4.3.3 RADICALS LLIURES D’OXIGEN

Els ROS estan fortament implicats en la lesid per I/R i tenen una
influencia negativa sobre la divisid cellular ja que danyen les proteines i el
DNA (13, 99, 100). L’activacidé de les cellules de Kupffer i els neutrofils,
'acumulacio de la xantina, la conversid de XDH a XOD i els desordres
mitocondrials que es produeixen en la I/R sén responsables de la produccio
de ROS.

Estudis d’altres grups han implicat els neutrdfils i les cel-lules de Kupffer
en la formacié de ROS responsables de la lesio per I/R (25, 37, 101-103). De
totes maneres, altres estudis han posat en dubte que aquests dos tipus de
cellules fossin les fonts majoritaries de ROS en aquest tipus de lesié (104,
105).

El sistemma XDH/XOD intervé en el metabolisme final de degradacio
dels acids nucleics. Aquest enzim presenta dues isoformes que catalitzen les
mateixes reaccions: el pas d’hipoxantina a xantina i de xantina a acid uric. La
diferencia esta en qué la forma deshidrogenasa utilitza NAD" com a acceptor
d’electrons, mentre que la forma oxidasa utilitza la molecula de I'oxigen,
generant radical superoxid (106).

Com ja hem comentat abans, durant la isquemia es duu a terme la
conversio de la forma XDH a la forma XOD i, degut a la degradacio d’ATP, fet
que tambeé s’esdevé en la isquémia, es produeix una acumulacio de xantina i
hipoxantina. Aquests fets provoguen que durant la fase de reperfusio es

formi anié superoxid, que és un tipus de ROS.
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S’ha demostrat, en diferents models experimentals d'I/R
normotérmica i de trasplantament hepatic, que durant la reperfusio hi ha una
gran quantitat de XOD, i que I'allopurinol (inhibidor de la XOD) disminueix la
lesio per I/R en el fetge, demostrant aixi que el sistema xantina/XOD pot ser

el sistema clau en la generacié de ROS associats a la I/R hepatica (21, 22).

1.4.3.4 ELS NEUTROFILS

Com a consequencia de la I/R, es produeix una acumulacid de
neutrofils facilitada per una serie de factors que alteren les caracteristiques
d’adherencia d’aquests, aixi com una xarxa d’interaccions entre leucocits,
citocines i quimioatraients (107). Entre aquests factors hi trobem I'alliberacio
de substancies des dels hepatocits, la produccid de citocines per part de les
cellules de Kupffer i l'augment de I'expressid de molecules d’adhesié com la
ICAM-1 (108, 109).

Diversos treballs han demostrat que l'activacid dels neutrofils esta
implicada en la lesié del parenquima i en les alteracions de la microcirculacio
associats ala I/R (26, 29, 33, 37, 110, 111). En prevenir la infiltracioc de neutrdfils
als teixits, tant disminuint el niUMmero de neutrofils com disminuint 'adhesio
d’aquests, es redueix significativament la fallada de la microcirculacio i la lesid
tissular en models animals d’l/R (39, 112).

En el moment que els neutrofils s’activen alliberen proteases i ROS.
Aquests ROS, al entrar en contacte amb el hepatdcits i les cellules
endotelials dels sinusoides, produeixen 'oxidacid dels acids grassos de la
memibrana plasmatica i faciliten la lesid per les proteases (113), podent
afectar també a la regeneracié hepatica en el cas del trasplantament amb
empelt de mida reduida, ja que les proteases son imprescindibles per a la

regeneracio del fetge i els ROS inhibeixen la divisio cel-lular (99, 100).

1.4.3.5 LES CITOCINES

Les citocines son proteines produides per diverses cellules,
principalment limfocits activats i macrofags, perdo també cel-lules endotelials,
epitelials i del teixit conjuntiu.

Les citocines proinflamatories més importants en la lesio per I/R sén el

TNF-a i la IL-1. Les dues indueixen la sintesi de la IL-8 (114) i regulen
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'expressid de molecules d’adhesid promovent una major allberacié de
citocines. El paper d’aquestes citocines en la I/R ha estat demostrat en
diversos estudis on es reporta la disminucid de la lesid per I/R amb una
menor infiltracid de neutrdfils i un descens en la lesid del parenquima hepatic
quan aquestes citocines soén inhibides o impedides de la seva funcié (45,
115).

Sobre el paper d’aquestes citocines sobre la regeneracid hepatica se
sap que el TNF-a actua com a agent responsable de la iniciacid de la
proliferacid dels hepatocits en la primera fase de la regeneracid hepatica,
deixant les céllules preparades per tal que responguin als factors de
creixement (89, 91). D’altra banda, la IL-1 t& una accid inhibitoria sobre la
regeneracio hepatica ja que és capag¢ d'inhibir la proliferacid cellular dels
hepatodcits en cultiu (116, 117) i de disminuir la regeneracid hepatica quan és

administrada exogenament (117).

1.4.3.6 L'OXID NITRIC

L’oxid nitric (NO) és una molecula que actua de missatgera
intracel-lular i extracel-lular, produida per una familia d’enzims anomenats NO
sintases (NOSs).

S’han descrit tres tipus de NOS: L’endotelial (eNOS), la neuronal
(NNOS) i la induible (INOS), essent les dues primeres constitutives. La nNOS
és exclusivament d’origen neuronal i 'eNOS d’origen endotelial de la
vasculatura hepatica(118, 119). Contrariament, la INOS no s’expressa
constitutivament al fetge sind que ho fa de manera induible i, quan ho fa, ho
fa en gairebé en tots els tipus cel-lulars del fetge si hi ha I'estimul adient.

El paper de I'NO en la lesio per I/R és controvertit. Alguns autors diuen
que I'NO té efectes benefics davant d’'una I/R en fetge (120-123), mentre que
d’altres diuen que I'NO participa en la resposta davant d’'una I/R hepatica en
el seu paper perjudicial (124). Se sap, perdo, que I'NO pot ser beneficios a
través de la millora en les alteracions de la microcirculacid hepatica i la
disminucidé de 'acumulacid de neutrdfis (125-127). D’'una altra manera, la
produccio excessiva d’NO pot ser citotoxica ja que pot reaccionar amb 'anid
superoxid i formar peroxinitrit, que és una espécie reactiva altament oxidant
(128-130).
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Pel que fa a I'efecte de I'NO sobre la regeneracio hepatica, se sap que
I'NO és necessari per a la viabilitat dels hepatocits (131) i que juga un paper
important en la repoblacid hepatocitaria del fetge (87). Després d’'una
hepatectomia, el fetge romanent rep el flux que abans rebia tot el fetge
sencer produint-se una major quantitat d’'NO per part de les cellules
endotelials. Aquest fet porta els hepatocits a entrar en la fase G, i que
comenci la regeneracié hepatica (87). Sembla que I'NOS té un paper més

important a les 6-8 hores despreés de I'hepatectomia (87).

1.4.3.7 EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (RAS)

L’Angiotensina Il (Angll) és una hormona endocrina classica
considerada com un dels vasoconstrictors més potents i la major efectora
del sistema renina-angiotensina (RAS). L’Ang Il és produida a traves de
'enzim convertidor de I'angiotensinogen (ACE) a partir de I'angiotensina | i
efectua les seves accions biologiques a travées de la unid als seus dos
subtipus de receptors, el receptor de I'angiotensina Il de tipus | (AT)) i el
receptor de l'angiotensina Il de tipus Il (AT,) (132). L’Ang Il juga un paper
central en la regulacid de la pressid sanguinia i 'lhomeostasi del sodi (133).
Per altra banda, 'Ang Il també té altres funcions que sén independents de la
regulacio de la pressié sanguinia, com ara efectes mitogenics i trofics sobre
el creixement cellular (134), o bé I'estimulacid de I'expressid de citocines
proinflamatories (135) i de molécules d’adhesio (136), o I'activacid de factors
de transcripcio proinflamatoris (137). A més a més, s’ha vist que 'Ang Il pot
incrementar la produccioé de ROS (138).

El RAS esta dividit en dos compartiments: El sistemic o circulant i el
local o de teixit. EI RAS circulant esta implicat en el manteniment de la pressio
sanguinia i el balan¢ de sal i aigua, mentre que el RAS local juga un paper en
la patofisiologia de cada organ individual (139-141).

En la lesio per I/R, se sap que 'administracio de bloquejadors de I'accio
de I'Ang Il protegeix el fetge davant d’aquest tipus de lesio en fetges grassos
(142). A més, en estudis de trasplantament de fetge s’ha vist que I'Ang Il esta
implicada en la lesid per I/R inherent a aquest procediment, gracies a
I'administracié d’antagonistes dels receptors de 'Ang Il (143).

Per altra banda, estudis d’altres grups també han implicat el sistema

RAS en el procés de la regeneracio hepatica. Per exemple, Ramalho et al. i
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Yayama et al. van mostrar en estudis d’hepatectomia parcial, que els

inhibidors de I'ACE incrementaven la regeneracié hepatica (144, 145).

1.4.3.8 LA BRADICININA

La Bradicinina (BK) és un péptid del sistema Cal-licreina-cinina que
forma part de la familia dels Autacoides (146). Es coneguda com un dels
vasodilatadors més importants i com a modulador de reaccions d’inflamacio
(147). També se sap que la BK actua com a factor de creixement per a
determinades ceéllules (148-150), i que promou l'activacid de les cellules
endotelials (147).

La BK pot ser degradada per 'enzim ACE i altres proteinases. Per tant,
la inhibicid d’aquest enzim, a part de promoure la irrupcié de la sintesi de la
Ang ll, t& com a consequencia 'augment de la concentracio i els efectes de
la BK (151). Es per aixd que en un estudi ja citat préviament, van observar que
els efectes beneficiosos de la inhibicid de I'enzim ACE no eren consequiéncia
de la inhibicid de la sintesi de la Ang Il sind que eren deguts a I'increment de
BK (142).

Sobre el paper de la BK en la lesio per I/R se sap que aquesta cinina és
capac de reduir la lesio per I/R en fetge quan aquesta és incrementada per la
inhibicid de 'enzim ACE (142, 152). Per altra banda, un estudi sobre la
regeneracid hepatica ja va demostrar que la BK estava implicada en
laugment de la regeneracid hepatica després d’'una hepatectomia (144,
145).

1.4.3.9 LES METAL-LOPROTEINASES DE MATRIU

Les metallloproteinases de matriu (MMP) sén una familia d’enzims
zinc-dependents de més de 25 membres. SOn conegudes per la seva
capacitat d’hidrolitzar les proteines de la matriu extracel-lular (ECM) en
diferents condicions fisiologiques i patologiques, entre les que podem trobar
'embriogenesi, la reparacio de ferides, la inflamacio, I'artritis, 'angiogenesi i el
cancer (153). Més recentment, s’ha observat que les MMP tenen altres
funcions gracies a la seva capacitat d’hidrolitzar proteines que no pertanyen
a 'ECM. Inicialment, la matriu extracel-lular era vista Unicament com a suport

fisic i estructural de les cél-lules. Actualment se sap que la seva funcio és molt
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meés complexa i se la veu com a un component dinamic que esta involucrat
en 'organitzacio i remodelacio dels teixits (153).

La majoria de membres de la familia de les MMP, que sén generalment
sintetitzades intracellularment com a proenzims, comparteixen una
estructura altament conservada composta per tres dominis diferents: un
propeptid aminoterminal, un domini catalitic, i un domini de tipus hemopexina
a 'extrem carboxiterminal. El domini propéptid serveix per mantenir I'enzim
inactiu i esta compost per una seqguencia d’aproximadament 80-90
aminoacids (153).

Les MMP poden ser activades bioldgicament de diferents maneres,
pero totes acaben en la dissociacid del residu cisteina sulfhidril del seu
complex amb el residu catalitic Zn*. D’aquest procés se’n diu mecanisme
d’activacio per “cysteine-switch”, i es pot dur a terme a través de diferents
vies. La via més descrita inclou I'eliminacid proteolitica del propeptid per
proteases, com ara la plasmina, la tripsina, les callicreines o altres.
Alternativament, es coneix una altra via en la qual el grup tiol de la cisteina del
propeptid reacciona amb els ROS, particularment amb el peroxinitrit. AqQuesta
reaccio té lloc en presencia de baixes concentracions micromolars de
peroxinitrit i nivells citosolics de glutatio, perd no es dona amb I'NO sol. Com a
resultat, el grup cisteinil tiol pateix una s-glutatinitzacid que elimina I'enllac
entre la cisteina i el zinc. Aixd comporta un canvi conformacional que doéna
accés als substrats al centre catalitic, i, per tant, s’obté una MMP activa
cataliticament sense la hidrolisi del propéeptid. Es pensa que aquesta via té
un paper clau en condicions d’estrés oxidatiu com el que s'observa en
processos com la inflamacio i la lesio per I/R (153).

Al fetge, la font majoritaria de MMP son les céllules estelades, que
produeixen basicament MMP-2 i MMP-9, i les célllules de Kupffer. Se sap
que el fetge, en condicions d’inflamacié, com aquelles de lesid per I/R o
lesions per hipoxia-reoxigenacio, les cel-lules endotelials sinusoidals alliberen
MMP-2 i MMP-9 i que els neutrofils migren cap a l'area danyada causant la
produccio i alliberacié de diverses MMP (153).

Entre les funcions independents de 'ECM de les MMP hi trobem la
capacitat d’hidrolisi i activacid de multiples factors. Diversos estudis han
observat la capacitat de les MMP per activar factors com I'lGF (154), el TGF-
(155) o laIL-1 (156).
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En el camp de la lesid per I/R, multiples estudis han observat la
participacid de les MMP en aquest tipus de lesio. Estudis amb inhibidors
sintetics de les MMP, han observat una disminucid de la lesid per I/R en
model d’I/R normotérmica quan aquests inhibidors eren administrats (157-
159). A més, en estudis de trasplantament de fetge, s’ha observat que les
MMP també participen en la lesid per I/R en aqguest tipus de models (160,
161).

Finalment, la participacio d’aquestes proteines també s’ha observat en
models de regeneracio hepatica (162, 163), on es veu 'augment de I'activitat
de les MMP després d'una hepatectomia. A més, en un estudi sobre la
regeneracio hepatica, es va observar que les MMP i els inhibidors de teixit de
les metal-loproteinases (TIMP) regulaven l'alliberacié del factor de creixement
HGF de la matriu extracel-lular, regulant aixi la seva activitat i, per tant, el cicle
cellular dels hepatocits (164).

Les MMP tenen els seus propis inhibidors endodgens, els anomenats
inhibidors de teixit de les metal-loproteinases (TIMP). Els TIMP sén una familia
de 4 proteines diferents (TIMP-1, 2, 3 i 4). Son inhibidors endogens de
l'activitat de les MMP caracteritzats per la seva alta afinitat per unir-se a
elles(165). El TIMP2 inhibeix especificament la MT1-MMP (166) i t& una funcid
dual sobre la MMP2. A concentracions baixes, el TIMP2 promou I'activacio
proteolitica de la MMP2 junt amb la MT1-MMP, mentre que a concentracions
altes d’aquest inhibeixen I'activitat de la MMP2 (167). Recentment, s’ha vist
que aquests inhibidors no nomeés regulen I'activitat de les MMP sind que
també tenen funcions independents de les MMP, com ara la capacitat
d’actuar com a factors de creixement o de factors antiapoptotics o
antiangiogenics (153). En un estudi de trasplantament de fetge, els nivells de
TIMP2 es van veure significativament disminuits en plasma després del
proceés quirdrgic (160). A més, en un estudi d’'I/R hepatica es va veure que els
nivells de TIMP2 s’incrementaven durant la fase de recuperacio després de la

reperfusid que és quan té lloc la regeneracio del teixit (158).
1.4.310 LA c-JUN N-TERMINAL CINASA (JNK)
La JNK és una proteina activada per estres de la familia de les

proteines cinases activades per mitogens (MAPK). Aquestes proteines

cinases Ser/Thr converteixen estimuls extracel-lulars en senyals intracel-lulars
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i controlen I'expressid genica. La via de les MAPK és activada davant de
diferents estimuls com poden ser lestres ambiental, les citocines
proinflamatories, el xoc térmic, els inhibidors de la sintesi proteica, etc. Dins
de la superfamilia de les MAPK hi trobem la subfamilia de les proteines
cinases activades per estres (SAPK), de la qual en formen part la JNK i la p38
MAPK. L’activacid de les SPAK requereix la fosforilacid dels residus
conservats de serina i treonina en el domini catalitic (168-170). La proteina
JNK és rapidament activada en resposta a estressos fisics com la hipoxia, la
radiacio ultraviolada i canvis en el pH, i també en resposta a mediadors de la
inflamacio i antigens derivats de patogens(171). En condicions com aquestes,
la JNK s’activa i fosforila el factor c-Jun/AP-1 i aquest promou 'expressio de
novo de diferents gens implicats en la resposta immunologica (172). En
situacions d’estres agut sever, la JNK pot també induir I'apoptosis (172).

Estudis sobre el trasplantament hepatic han parlat de I'activacio de la
JNK en aquest procés. Concretament, en estudis sobre el trasplantament
hepatic on es va administrar un inhibidor de la JNK, es va observar una
disminucid de la lesio per I/R (172, 173). Altres estudis també han
correlacionat la lesio per I/R amb I'activacio de la proteina JNK (174-178).

Paral-lelament, també s’ha vist que la JNK participa en processos de
regeneracid hepatica. Estudis en models de regeneracid del fetge han
reportat que l'activacio de la JNK és crucial per que el procés de la
regeneracio hepatica és porti a terme correctament (179-181). Se sap que en
situacions de regeneracio hepatica, la JNK és fosforilada en dos residus, fet
que incrementa la seva activitat cinasa. La JNK activada fosforila el seu
substrat majoritari, la c-Jun, i n’incrementa la seva funcié. La c-Jun €s un gen
primerenc immediat que forma part del complex AP-1 (proteina activadora-1),
que és un factor de transcripcid que estimula lI'expressid de gens
imprescindibles per a la proliferacio dels hepatocits com el gen de la ciclina
D1 (182, 183).

1.4.311 L’ACTIVADOR DEL PLASMINOGEN DE TIPUS UROCINASA (uPA)
La uPA és una dlicoproteina responsable de la conversid del
plasminogen a plasmina (184). La plasmina és un enzim present al torrent

sanguini que degrada diferents proteines plasmatiques entre les quals la

fibrina. La plasmina també juga un paper important en I'activacié de proteines
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com les MMP i el TGF (185). Estudis previs van mostrar que la uPA és capag
d’activar 'HGF (186, 187). Per altra banda, estudis més recents van
demostrar que l'activitat de la UPA s’'incrementa durant els primers 5 minuts

posteriors a una hepatectomia en rates (186, 188).

1.5 EL PRECONDICIONAMENT ISQUEMIC

El precondicionament isquemic (PC) és una estrategia quirdrgica que
protegeix els teixits davant la lesio per I/R. Aquest fenomen va ser descrit per
primer cop en estudis de cor per Murry i col. (189) i posteriorment s’ha
demostrat que és un mecanisme eficient en diferents organs com l'intesti, el
cervell, el muscul i el fetge (190, 191). El PC consisteix en l'aplicacié de
periodes curts d’isquemia i reperfusid abans de la I/R perllongada (figura
1.10).

PC Trasplantament

reperfusio isquémia reperfusio

Figura 1.10. Esquema de I'aplicacio del PC previa a la I/R que té lloc en el
trasplantament de fetge.

Tot i que s’han postulat diferents hipotesis, els mecanismes protectors
del PC encara no es coneixen del tot. A nivell molecular, un cop s’ha induit el
PC es posen en marxa una serie de vies de senyalitzacidé que s’amplifiquen

fins a aconseguir un efecte beneficios.

1.5.1 VIES DE SENYALITZACIO MOLECULAR

Durant el PC té lloc la degradacico d’ATP generant aixi adenosina en
grans quantitats. Aquesta adenosina s’allibera a I'espai extracel-lular i promou
'activacid dels receptors d’adenosina A2 acoblats a proteina G (191, 192).
Aquests, a la vegada, promouen l'activacié de la fosfolipasa C o D, que

genera inositol trifosfat fet que indueix lallibberacid de calci des de les
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reserves intracel-lulars no mitocondrials, i diacilglicerol (DAG), que activa la
PKC (193-195). Se sap que la PKC fosforila diverses molecules efectores
com, per exemple, les tirosinacinases (196) i les MAPK (197), fet que porta a
'augment de la tolerancia dels hepatocits i de les céllules endotelials a la
lesid per I/R i a I'entrada d’aquestes cel-lules al cicle cel-lular, promovent la
regeneracio hepatica (198).

L’activacio de la PKC pot induir també I'activacio de diversos factors
de transcripcio, com el NF-kB, que sbn els principals responsables dels
efectes protectors del PC a llarg termini (199, 200). Aquests factors de
transcripcid modulen I'expressio de determinats gens i donen lloc a la sintesi
de proteines, com la superdxid dismutasa (SOD) o les proteines de xoc
termic (HSP), que han estat proposades com a efectores dels efecte
protectors del PC.

Les HSP juguen un paper important mantenint I'estabilitat de les
proteines (201). Quan es produeix un augment en la sintesi de proteines i
durant un estimul d’estres, les HSP s’uneixen als peptids que s’estan formant
perquée no es despleguin, ni interaccionin amb altres molecules i per facilitar el
seu transport a través de les membranes cellulars (201). S’ha descrit el
paper d’agquestes proteines en el teixit isquéemic reparant proteines
danyades, oferint proteccid® contra els ROS, suprimint citocines
proinflamatories i reparant canals ionics (202).

També s’ha suggerit que el PC pot disminuir la transcripcidé de gens
com c-fos i c-jun, implicats en el desenvolupament de la lesid per I/R
hepatica, i que I'activacié de NF-xB pot induir I'activacié de STAT-3, que esta
implicat en la hepatoproteccio i la proliferacio cel-lular (197, 198, 203-210).

A més de totes aquestes vies de senyalitzacid implicades en el PC,
treballs recents indiquen que el PC pot induir alliberacié d’una petita quantitat
de ROS (22, 209) i de TNF-a, (211), els quals contribueixen a I'efecte protector
del PC (figura 1.11).
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Figura 1.11. Esquema representatiu dels mecanismes involucrats en els efectes
protectors del PC en la I/R hepatica. Font: Massip-Salcedo et al., Liver Int, 2006.

1.5.11 ADENOSINA | OXID NITRIC

Diversos treballs en models d’I/R normotermica i trasplantament
hepatic han demostrat la implicacié de I'NO i 'adenosina en I'efecte protector
del PC. L’'NO inhibeix 'adhesio dels neutrofils a I'endoteli sinusoidal i, en inhibir
la presencia de molecules d’adhesio, inhibeix I'efecte vasoconstrictor de les
endotelines (ET) i actua de segrestador dels ROS, com ara el superoxid (125-
127, 212, 213). Aixi doncs, la inhibicid de la sintesi de 'NO en un model d’I/R
normotérmica va anullar els efectes protectors del PC (191, 214-216).
Contrariament, quan es van administrar donadors d’NO, va disminuir la lesid
per I/R (215, 217). En trasplantament de fetge, la modulacié farmacoldgica
de I'NO en empelts hepatics sotmesos a 16 hores d’isquemia freda va
confirmar la implicacié de I'NO en la proteccio induida pel PC (122).

Durant el breu periode d’isquémia del PC es produeix una degradacio
d’ATP que porta a un augment dels nivells d’adenosina i genera un augment
d’NO que seria responsable de I'efecte protector conferit pel PC (191). Aixi ho
confirmen els resultats obtinguts en models d’'I/R normotérmica basats en la

modulacio farmacologica de I'NO i/o de 'adenosina en animals sotmesos a
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I/R hepatica, amb o sense PC previ. També s’ha demostrat el paper de
'adenosina en la proteccio del PC en model d’'I/R hepatica ex vivo (214, 216).

Aixi doncs el periode de temps oOptim que indueix els efectes
protectors del PC al fetge ve determinat per dos factors: un és la
concentracié d’adenosina suficient com per induir la generacié d’NO a través
de I'activacio dels receptors d’adenosina A2, i el segon la baixa concentracio

de xantina que eviti els efectes perjudicials d’agquesta (218).

1.51.2 METABOLISME ENERGETIC

El PC és capac de preservar els nivells d’ATP després d'una I/R
hepatica contribuint a l'efecte protector del PC (192, 219, 220). Els
mecanismes pels quals el PC exerceix aquest efecte no séon del tot
coneguts.

A més de la generacidé d’adenosina, el breu periode d'l/R del PC
provoca l'activacid de I'enzim proteina cinasa dependent d’AMP (AMPK).
L’AMPK és un enzim que s‘activa en situacions de deficit energetic cel-lular
desencadenant la fosforilacid de diversos substrats amb la finalitat de
mantenir els nivells celllulars d’ATP. D’aquesta manera es redueix I'activitat de
la via glucolitica durant la isquémia perllongada i, per tant, es redueixen els
nivells d’intermediaris d’aquesta via aixi com el seu producte final, I'acid lactic,
que té efectes nocius. Existeixen estudis que confirmen aquest fet a través
de 'administracio d'inhibidors i activadors de 'AMPK en animals sotmesos a

una I/R hepatica normotermica (219, 220).

1.51.3 NEUTROFILS | ALTERACIONS DE LA MICROCIRCULACIO

S’ha demostrat que part de I'efecte protector del PC esta relacionat
amb la modulacid de I'acumulacid de neutrdfils i lalteracid de la
microcirculacio (221, 222). El mecanisme pel qual el PC modula 'acumulacio
de neutrofils en el teixit hepatic no és del tot ben conegut. S’ha demostrat
que el PC redueix l'adherencia dels leucocits després d'una isquémia
normotérmica. D’altra banda, també hi ha evidéncies que indiquen que Nno hi
ha diferencies en 'expressio de molécules d’adhesié després d’induir el PC.
Hi ha estudis que suggereixen que durant el procés d’isquemia es danyen les

cel-lules endotelials, fet que facilita que els neutrdfils tinguin lliure accés al teixit
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hepatic, sense haver d’expressar les molécules d’adhesid. Segons aquesta
teoria podria ser que el PC reduis 'acumulacid de neutrofils a través de la
reduccio del dany endotelial (196, 199, 223-226).

En models experimentals de trasplantament hepatic, els fetges en els
quals s’indueix PC mostren una milloria en el flux hepatic després de la
reperfusid. En aquest sentit, s’ha vist, en fetges sotmesos a isquemia
normotermica, que I'aplicacid® del PC milora els desordres de la
microcirculacio. Sembla que el PC mitjangant la generacid de NO té efectes
vasodilatadors i d’aquesta manera contraresta la vasoconstriccid produida
durant el procés de la I/R conseqguéenicade l'alliberacid de mediadors de la
inflamacid com la ET (221, 222, 227).

1.51.4 ESTRES OXIDATIU | CITOCINES

Es un fet ben conegut que el PC és capac de disminuir I'estrés oxidatiu
associat al procés d’'l/R hepatica. Diversos estudis han demostrat que el PC
actua preservant l'estructura mitocondrial i modulant I'activacid de les
céllules de Kupffer, disminuint aixi la produccié de ROS en la lesio per I/R
(214, 228). S’ha demostrat a nivell experimental que el PC modula el sistema
de defensa contra els ROS i el sistema generador de ROS xantina/XOD (21).
Els beneficis del PC no només s’han observat a nivell de prooxidants sind
que hi ha estudis que demostren que aquesta estrategia quirdrgica és capac
de preservar els nivells d’antioxidants com el glutatio (197).

A nivell de citocines, hi ha estudis que indiquen que la inhibicid de les
cellules de Kupffer pel PC porta també a una disminucioé en la produccio de
les citocines proinflamatories després d'una I/R hepatica (229, 230).
Existeixen estudis que demostren la influencia del PC sobre les citocines
proinflamatories com el TNF-ai la IL-1 en processos d’'l/R normotérmica (229,
231, 232).

1.5.1.5  APLICACIO CLINICA DEL PC
Des del moment en que es va descriure I'efectivitat del PC, s’han
realitzat diversos treballs amb la finalitat de buscar estrategies que puguin

mimetitzar els seus efectes beneficiosos. Entre aquestes estrategies s’hi

troben el precondicionament termic, que consisteix a induir un augment en la
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temperatura corporal abans de la isquémia hepatica (233, 234); el
precondicionament quimic amb diversos agents com la doxorubicina (235) i
el factor natriuretic (236). De totes maneres, I'aplicacié clinica d’aquestes
estrategies és molt limitada tant per la dificultat que aixd comportaria com
per problemes de toxicitat o d’efectes secundarris.

Si bé totes les estrategies adrecades a reduir la lesio per I/R hepatica
Nno han pogut tenir la seva aplicacid a la clinica, les investigacions sobre
I'efectivitat del PC en models experimentals d’l/R hepatica han estat la base
per que aquesta estrategia quirdrgica pugui ser aplicada a la clinica per reduir
la lesio per I/R associada a les reseccions hepatiques de tumors. Encara que
Nno es tenen dades de I'aplicacid del PC en trasplantaments de fetge en
humans, hi ha estudis que recolzen la seva possible aplicacio en clinica en un
futur.

L’Us pioner del PC en cirurgia cardiaca per Yellon i cols. va obrir la
possibilitat de la utilitzacid d’aquesta tecnica en diferents tipus de cirurgia
(237). Aquest grup va demostrar que I'aplicacio del PC abans de la realitzacio
d’'un bypass de larteria coronaria, reduia la lesid del miocardi que era
consequeéncia del procés quirdrgic. Més tard, s’han dut a terme assajos
clinics en diferents organs amb resultats molt esperancadors (238-243).

Al fetge, assajos clinics duts a terme per Clavien i cols. i Nuzzo i cols.
han demostrat el paper protector de l'aplicacid del PC en reseccions
hepatiques (244-246). En aquests estudis, Clavien i cols. van observar que
I'aplicacio del PC va tenir un efecte protector en 24 pacients sotmesos a una
hepatectomia (244). En els pacients on es va aplicar el PC es va produir una
reduccio dels nivells plasmatics d’ALT i una reduccid de la mort cel-lular per
apoptosis de les céllules endotelials. En un altre estudi més recent, es van
poder observar els mateixos resultats, perd es va utilitzar una mostra de
poblacié encara més amplia, de 100 pacients (245).

Posteriorment a aquests estudis, altres grups també han realitzat
estudis sobre la aplicacid del PC en reseccions hepatiques. Chouker i cols.
van observar que 'aplicacié del PC en reseccions hepatiques va incrementar
I'estabilitat hemodinamica després de la reperfusio i va disminuir els nivells de
transaminases (233). Més tard, Li i cols. van demostrar els efectes
beneficiosos del PC en pacients amb cirrosis sotmesos a hepatectomia
(247) i per ultim, Nuzzo i cols. en reseccions hepatiques a temps més llargs

d’oclusio del flux sanguini que els utilitzats en els estudis anteriors (246).
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Si bé hi ha estudis sobre els beneficis del PC en I/R hepatica
normotermica i trasplantament de fetge, no hi ha gaire informacid sobre
l'eficacia del PC en empelts de mida reduida, per tant, aquest camp

d’investigacio encara és un gran desconeguit.
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Objectius

Tenint en compte el llarg temps que un pacient ha d’estar a la lista
d’espera per a un trasplantament de fetge i el fet que molts d’agquests
pacients no arriben a rebre mai un fetge, és urgent augmentar el nimero
d’organs disponibles per a trasplantar. En el cas del fetge i gracies a la seva
capacitat regenerativa, podem optar per utilitzar un donant viu en comptes
d’un donant difunt per a un pacient en lista d’espera. Aquesta opcio té com a
desavantatge la necessitat que tindra I'Organ de regenerar-se un cop
implantat al donant i, si s’escau, també en el receptor. Sabent que la
isquemia i la reperfusid, a la que es veu sotmes qualsevol organ al ser
trasplantat disminueix la capacitat regenerativa del fetge, a part de danyar-lo
severament, és de maxima importancia trobar estrategies tant quirdrgiques
com farmacoldgiques que afavoreixin la regeneracid hepatica i disminueixin
la lesid que aquests organs pateixen.

Com ja s’ha comentat abans, el PC és una estrategia quirdrgica que
disminueix la lesid per I/R i augmenta la regeneracio del fetge després d’'un
trasplantament. La investigacid dels mecanismes del PC quan aquest és
aplicat en models de trasplantament de fetge amb empelt de mida reduida,
poden portar al descobriment de noves estrategies farmacologiques que,
combinades amb el PC, augmentin la proteccid d’aquest sobre els empelts
de mida reduida.

Per aix0 els objectius de la present tesi son els seguents:

e Objectiu 1: Té com a objectiu avaluar si el sistemma Renina-
angiotensina participa en els efectes beneficiosos del PC en un
model experimental de trasplantament de fetge amb empelt de
mida reduida on hi intervenen tant la lesid per I/R com la
regeneracio hepatica.

e Objectiu 2: Té com a objectiu avaluar si les MMP estan
implicades en els efectes protectors del PC en un model
experimental de trasplantament de fetge amb empelt de mida
reduida i si estan regulades per la JNK.

A més, I'estudi de la lesio per I/R hepatica deguda a un trasplantament
de fetge amb empelt de mida reduida ens permet coneixer més be els
intricats mecanismes de la inflamacio i I'estres oxidatiu, al mateix temps que
ens permet desvetllar els secrets darrera el misteridos esdeveniment que és la
regeneracio hepatica. En si, coneixer els detalls de la complexitat de la natura

ja és un objectiu a assolir.
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Material i métodes

3.1 ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

Els animals d’experimentacio utilitzats van ser rates mascle de la soca
Sprague-Dawley de 200-250gr de pes (Charles River, Wilmington, EEUU)
mantingudes a l'estabulari de la Facultat de Medicina de la Universitat de
Barcelona com a minim una setmana abans de la seva intervencio. Les
condicions ambientals es van mantenir constants; la temperatura va ser de
21-22°C, la humitat relativa del 70% i els cicles de llum i foscor de 12 hores.
Tots els estudis es van realitzar d’acord amb les normes reguladores de la

Unid Europea per a models d’experimentacio animal (Directiva 86/609/ECC).

3.2 TRASPLANTAMENT HEPATIC AMB EMPELT DE MIDA
REDUIDA

3.2.1 ANESTESIA

Els animals van ser anestesiats per via respiratoria (Fluorane Abott
Laboratories, Madrid). L’anestésia es va induir amb isofluora al 4% i amb flux
d’oxigen de 2.5 a 3 L/min. El manteniment de l'anestesia en els animals
donants es va dur a terme amb la inhalacid d'isofluora a I'1.5-2% i un flux
d’oxigen de 2-2.5 L/min, fins al inici de la reperfusié de I'drgan amb la solucid
d’UW i la posterior parada cardiaca. En el receptor, 'anestesia va ser
interrompuda a la fase anhepatica. Un cop finalitzada aquesta fase, la
inhalacid d’isofluora va ser del 0.5-1% fins a finalitzar la intervencid. En el

receptor es va mantenir el flux d’oxigen constant durant tota la intervencio.

3.2.2 CIRURGIA

Cirurgia del donant
El model experimental utilitzat en aquests estudis es basa en la técnica

del doble “cuff” descrita per Kamada i cols. 'any 1979 (248), en la que no es
duu a terme la reconstruccio de I'arteria hepatica.
Un cop anestesiada la rata, es va afaitar 'abdomen de I'animal i es va

col-locar en decubit supi sobre la taula d’operacions (Figura 3.1). Es va netejar
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la zona a operar amb povidona iodada i es va realitzar una laparotomia
transversal un centimetre per sota dels apendixs xifoides.

Es va seccionar el ligament rodo, es va alliberar la vena cava inferior
suprahepatica i posteriorment es va ligar la vena diafragmatica dreta.

Tot seguit, es van disseccionar I'arteria aorta, la vena cava inferior i el
pedicle renal dret i es van lligar I'artéria i la vena renal dreta, les venes
suprarenals i les lumbars dretes. A I'hilum hepatic es va separar la vena porta
de l'arteria hepatica i del conducte biliar comu. El conducte biliar es va canular
amb un cateter de polietile d’aproximadament 2 cm de llarg, 0.96 mm de
diametre extern i de 0.50 mm de diametre intern (Cole-Palmer Instrument
Company, Vernom Hills, lllinois, EEUU), i es va fixar amb una doble ligadura

de seda 6/0 (Suturas Aragon, Barcelona) (Figura 3.2).

Figura 3.1. Camp quirdrgic. Figura 3.2. Hilum hepatic del donant.

La reduccio del fetge es va dur a terme mitjancant I'extirpacio del Iobul
lateral esquerre i dels |0buls caudats amb la realitzacié d’'una doble ligadura
amb una seda 5.0 en el pedicle dels lobuls esmentats (Figura 3.3) i la
subseguent extirpacio (Figura 3.4) (92, 249, 250).

Figura 3.3. Lligadura del Iobul lateral Figura 3.4. Lobuls extirpats.
esquerre.
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Previament a I'extirpacid dels I0buls, es van administrar 300 unitats
d’heparina. Un cop preparat 'drgan per a la seva extraccio, es va canular
'aorta amb un cateter de 20 G (Medicuth, Venflon, Helsinborg, Suecia) amb
la previa obertura del diafragma. Seguidament, es va ocloure I'aorta toracica i

es va seccionar la vena cava inferior suprahepatica per sobre del diafragma.

Es en aguest moment que comenca la
perfusid de 'empelt amb 50 ml de Solucid
de Winsconsin (UW) (ViaSpan®,
BristoMyers, Madrid) (Figura 3.5). A
continuacid es va realitzar I'extraccid del
fetge donant i es va collocar en un bany

amb solucido UW a 4°C.

Figura 3.5. Perfusié de 'empelt.

Cirurgia del banc
La cirurgia del banc té com a finalitat preparar 'empelt per a implantar-

lo en 'animal receptor. Es va tallar el diafragma que envolta la vena cava
inferior suprahepatica, deixant aproximadament uns 3 mil-limetres de teixit al
voltant de la vena per poder facilitar la posterior anastomosis (Figura 3.6). Es
van col-locar dos punts de referéncia de Prolene 7/0 en ambdds costats de
la vena cava per a facilitar I'orientacié de I'anastomosis.

Les anastomosis de les venes porta i cava inferior infrahepatica es van
realitzar mitjancant la técnica del doble “cuff”. Es van col-locar, a les dues

venes, unes estructures tubulars de polietile anomenades “cuffs”.

Figura 3.6: Vena cava Figura 3.7: Cuffs de la vena portaide la
suprahepatica del donant. vena cava inferior infrahepatica.
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El “cuff” utilitzat a la vena cava tenia un diametre extern de 3.30 mm i
intern de 2.60 mm. El “cuff” de la vena porta tenia uns 2.09 i 1.58 mm de
diametre extern i intern, respectivament (Figura 3.8). La collocacio
d’aquestes estructures va permetre, en el moment de I'mplant, la unid
d’aquestes venes sense la necessitat de realitzar una sutura continua i
disminuir, per tant, la duracid de la intervencid (factor important per a la

supervivencia del receptor) (Figura 3.7).

Cirurgia del banc
Es van fer la laparotomia i la disseccid del fetge de manera similar a la

realitzada en el donant. A I'hilum hepatic es va seccionar el conducte biliar a
nivell de la confluéencia d’ambdds conductes hepatics. Per a facilitar la
introduccio dels “cuffs” i orientar adientment les venes porta i cava inferior
infrahepatica, es van colllocar dos punts de sutura de Prolene 7/0 als seus
extrems.

Amb la utilitzacié de clamps microvasculars es van ocloure les venes
porta just a la seva confluencia amb la vena esplenica i la vena cava inferior

infrahepatica just per sobre de la vena renal dreta.

Figura 3.8: Inici de la fase anhepatica. Figura 3.9: Hepatectomia del receptor.

A continuacio, amb una pinca de Satinsky, es va ocloure la vena cava
inferior suprahepatica (Figura 3.8). Es en aquest instant que comenca la fase
anhepatica. L’hepatectomia del receptor es va completar quan es van
seccionar les venes porta i cava inferior supra i infrahepatiques, totes en la
zona meés proximal al fetge (Figura 3.9).

L'implant del fetge es va comencar amb la sutura continua, amb
Prolene 7/0, entre la vena cava inferior suprahepatica del donant i la del

receptor (Figura 3.10). Seguidament, es va realitzar 'anastomosis de la vena
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porta, mitiancant la introduccié del “cuff” col-locat a la vena porta de 'empelt,
a dins de la vena porta del receptor. Una vegada introduit el “cuff”’, es va
assegurar amb una sutura de seda 6/0. A continuacid es va procedir a la
reperfusio de 'empelt a través de l'alliberacid de les pinces que ocloien les
venes, primer la vena porta i immediatament després la vena cava inferior

infrahepatica.

Figura 3.10: Anastomosis de la vena Figura 3.11: Anastomosis de la vena
cava inferior suprahepatica. cava infrahepatica, porta i conducte
biliar.

L’anastomosis de la vena cava inferior infrahepatica es va realitzar de
manera similar a la vena porta; es va alliberar la pinca de la vena i aixi es va
restablir el flux sanguini a aquest nivell.

Un cop restablert el flux sanguini, es va procedir a la rehidratacié de
Fempelt amb la injeccid d’un bolus intravends a traves de la vena dorsal del
penis que contenia 0.5 ml de bicarbonat sodic 1 M, i 2.5 ml de solucid
isotonica de Ringer Lactat. D’aquesta manera es va restablir el volum perdut i

es contrarestava I'acidosi produida durant la cirurgia.

Finalment, es va realitzar I'anastomosis del
conducte biliar amb la unié dels conductes del
donant i del receptor, mitjancant el tub de
polietieé préeviament collocat al fetge del
donant (Figura 3.11). Per acabar la intervencio

es va tancar el pla muscular i després la pell

amb una sutura continua amb seda 2/0.

Figura 3.12. Induccio del
precondicionament isquemic.
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Precondicionament isquémic (PC)

El PC es va realitzar al fetge donant a través de l'oclusié de l'arteria
hepatica i la vena porta amb un clamp microvascular durant 10 minuts (Figura
3.12). Posteriorment, es va retirar el clamp i es va deixar que la reperfusio del
fetge fos de 10 minuts més, després dels quals es va procedir a la perfusio

de 'empelt amb la solucid UW (251).

3.3 RECOLLIDA | PROCESSAMENT DE LES MOSTRES

Amb I'animal anestesiat es van recollir mostres del teixit hepatic a les
24 hores després del trasplantament. Una part de les mostres es van
congelar amb neu carbonica i es va mantenir a -80°C, i I'altra part es va fixar
amb paraformaldehid al 4% tamponat per a processar-lo posteriorment i fer-
ne I'analisi histologic i immunohistologic.

Es van recollir també mostres de sang de 'animal trasplantat a les 24
hores després del trasplantament, amb tubs contenint heparina que es van
mantenir a 4°C fins que van ser centrifugats a 3000g durant 10 minuts a 4°C

per a obtenir el plasma que posteriorment es va emmagatzemar a -80°C.

3.4 GRUPS EXPERIMENTALS

3.41 ESTUDI1

Protocol 1: Efecte dels bloquejadors de 'Ang Il sobre la lesid hepatica
per I/R i la regeneracid hepatica en el ROLT 24 hores després del

trasplantament. Grups:

1. Sham (n=6): Es va practicar una laparotomia transversal als animals i
seguidament es van ligar la vena suprarenal dreta i 'artéria hepatica.

2. Trasplantament de fetge amb empelt de mida reduida (ROLT) (n=12, 6
trasplantaments): Es va practicar el ROLT als animals segons la tecnica de
Kamada ja descrita previament en aquesta tesi (248). Es va practicar,
també, una hepatectomia parcial a 'empelt del 40% extirpant els Iobuls
caudats i el Iobul lateral esquerre (92, 249, 250). La solucid de preservacio
utilitzada per a la perfusio i preservacio de 'empelt va ser la solucioé UW. El

temps de isquémia freda va ser d'una hora aproximadament (92),
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simulant la realitat en la clinica. La durada de la fase anhepatica va ser de
17-20 minuts(252).

3. Precondicionament isquemic + ROLT (PC) (n=12, 6 trasplantaments): Es
va practicar el ROLT als animals, pero al fetge donant se li va practicar el
PC. El PC va consistir en interrompre el flux sanguini mitjiancant un clamp
vascular, a nivell de la vena porta i I'artéria hepatica, durant 10 minuts.
Posteriorment, es va retirar el clamp deixant que al fetge el flux es
restablis durant 10 minuts més. Al final d’aquest periode es va procedir a la
perfusio del fetge amb la solucié d’'UW (253).

4. ROLT + antagonista del receptor AT1 de I'Ang II (AT1R) (ROLT +
antagonista AT1R) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes
condicions que al grup 2 pero es va administrar oralment als animals un
antagonista de I'AT1R (Losartan) 24 hores i una hora abans del proceés
quirdrgic, tant al donant com al receptor. La dosi administrada va ser de
5mg/kg (254).

5. ROLT + antagonista del receptor AT2 de I'Ang Il (AT2R) (ROLT +
antagonista AT2R) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes
condicions que al grup 2 pero es va administrar intravenosament un
antagonista de 'AT2R (PD123319) als animals donants 25 minuts abans
de la isquemia freda i als animals receptors just després de la finalitzacio
del trasplantament. La dosi administrada va ser de 30mg/kg (142).

6. ROLT + inhibidor de I'enzim convertidor de I'angiotensina (ACE) (ROLT +
inhibidor ACE) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes
condicions que al grup 2 pero es va administrar oralment un inhibidor de
'ACE (Captopril) 24 hores i una hora abans del procés quirurgic, tant al

donant com al receptor. La dosi administrada va ser de 100mg/kg (254).

24 hores després del trasplantament es van recollir les mostres de
plasma i teixit. L’avaluacid de la lesid hepatica es va realitzar mitjancant la
determinacié de transaminases en plasma. Es van realitzar també les
determinacions de nivels d’Ang Il i BK i els nivells d'expressio de
'angiotensinogen i 'enzim ACE en el teixit hepatic. Per avaluar la regeneracio
hepatica es van determinar I'index de marcatge de l'antigen nuclear de
proliferacid cellular (PCNA) i els nivells de HGF i TGF-B en el teixit hepatic.

Finalment, també es va fer 'estudi histologic del fetge.

77



Material i métodes

Protocol 2: Paper de la BK en els efectes dels bloquejadors de 'Ang |l
en la lesid hepatica per I/R i la regeneracid hepatica en el ROLT 24 hores

després del trasplantament. Grups:

7. ROLT + inhibidor de I'ACE + antagonista del receptor de la BK (ROLT +
inhibidor ACE + antagonista BK) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar
les mateixes condicions que al grup 2 pero es va administrar oraiment un
inhibidor de I'enzim ACE (Captopril) 24 hores i una hora abans del procés
quirdrgic, tant al donant com al receptor. També es va administrar un
antagonista del receptor 2 de la BK (HOE140), subcutaniament, una hora
abans del procés quirurgic i durant tot el procés de la cirurgia (amb I'Us
d’un bolus subcutani), nomeés al receptor. La dosi administrada va ser de
100mg/kg per linhibidor de I'ACE i 0.5mg/kg per l'antagonista del
receptor de la BK (142, 254).

8. ROLT + antagonista del receptor de la BK (ROLT + antagonista BK) (n=12,
6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 2,
perd es va administrar un antagonista del receptor 2 de la BK (HOE140),
subcutaniament, una hora abans del proces quirdrgic i durant tot el
proceés de la cirurgia (amb I'ds d’'un bolus subcutani), només al receptor.
La dosi administrada va ser de 0.5mg/kg (142).

9. ROLT + antagonista del receptor AT1 de I'Ang Il + antagonista del receptor
AT2 de I'Angll + antagonista del receptor de la bradicinina (ROLT +
antagonista AT1R + antagonista AT2R + antagonista BK) (n=12, 6
trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 4
perdo es va administrar intravenosament un antagonista de I'AT2R
(PD123319) als animals donants 25 minuts abans de la isquemia freda i als
animals receptors just després de la finalitzacid del trasplantament.
També es va administrar un antagonista del receptor 2 de la BK
(HOE140), subcutaniament, una hora abans del procés quirdrgic i durant
tot el procés de la cirurgia (amb I'Us d’'un bolus subcutani), nomeés al
receptor. La dosi administrada va ser de 30mg/kg per antagonista del
receptor AT1R i de 0.5mg/kg antagonista del receptor de la BK (142).

24 hores després del trasplantament es van recollir les mostres de
plasma i teixit. Les determinacions bioquimiques i I'analisi histologica del fetge

van ser les mateixes que al protocol 1.
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3.4.2 ESTUDI 2

Protocol 1: Paper de les MMP en I'efecte protector del PC en la lesio

hepatica per I/R i la regeneracio hepatica en el ROLT. Grups:

1. Sham (n=6): Es va practicar una laparotomia transversal als animals i
seguidament es van lligar la vena suprarenal dreta i I'arteria hepatica.

2. Trasplantament de fetge amb empelt de mida reduida (ROLT) (n=12, 6
trasplantaments): Es va practicar el ROLT als animals segons la tecnica de
Kamada ja descrita previament en aquesta tesi (248). Es va practicar,
també, una hepatectomia parcial a 'empelt del 40% extirpant els Iobuls
caudats i el Iobul lateral esquerre (92, 249, 250). La solucid de preservacio
utilitzada per a la perfusio i preservacio de 'empelt va ser la solucio UW. El
temps d’isquemia freda va ser d’'una hora aproximadament (92), simulant
la realitat en la clinica. La durada de la fase anhepatica va ser de 17-20
minuts (252).

3. Precondicionament isquémic + ROLT (PC) (n=12, 6 trasplantaments): Es
va practicar el ROLT als animals pero al fetge donant se li va practicar el
PC. El PC va consistir a interrompre el flux sanguini mitiancant un clamp
vascular, a nivell de la vena porta i I'artéria hepatica, durant 10 minuts.
Posteriorment, es va retirar el clamp deixant que al fetge el flux es
restablis durant 10 minuts més. Al final d’aquest periode es va procedir a la
perfusio del fetge amb la solucié d’'UW (253).

4. PC + inhibidor de I'activitat de la MMP2 (PC + inhibidor MMP2) (n=12, 6
trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 3
perdo es va administrar intravenosament un inhibidor de la MMP2
(Calbiochem, Alemanya) al donant 25 minuts abans de la isquemia freda i
al receptor just després del trasplantament. La dosi administrada va ser
de 5ug/kg (255).

24 hores després del trasplantament es van recollir les mostres de
plasma i teixit. L'avaluacid de la lesid hepatica es va realitzar mitjancant la
determinaci® de transaminases en plasma. Es van realitzar també les
determinacions de nivells d’activitat i expressio de les MMP2 i MMP9, i els
nivells de la JNK fosforil-lada en el teixit hepatic. Per avaluar la regeneracio

hepatica es van determinar l'index de marcatge de l'antigen nuclear de
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proliferacid cel-lular (PCNA), i els nivells de HGF | TGF- en el teixit hepatic.

Finalment, també es va fer I'estudi histologic del fetge.

Protocol 2: Paper de la JNK en la inducci¢ de 'expressio i 'activitat de la

MMP2 en els mecanismes del PC en el ROLT. Grups:

5. PC + inhibidor de la JNK (PC + inhibidor JNK) (n=12, 6 trasplantaments): Es
van realitzar les mateixes condicions que al grup 3, perd es va administrar
subcutaniament un inhibidor de la JNK (SP600125, Sigma-Aldrich, Madrid)
al donant una hora abans de la cirurgia i al receptor just després del
trasplantament. La dosi administrada va ser de 6mg/kg (256).

6. ROLT + activador de la JNK (ROLT + activador JNK) (n=12, 6
trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 2,
pero es va administrar intraperitonealment un activador de la JNK
(Anisomicina, Sigma-Aldrich, Madrid) al donant 24 hores abans de la
cirurgia i al receptor just despres del trasplantament. La dosi administrada
va ser de 0.1mg/kg (256).

7. ROLT + NO (ROLT + NO) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les
mateixes condicions que al grup 2, pero es va administrar
intravenosament un donador d’NO (Spermine NONOate, Cayman
Chemical, Ann Arbor, EEUU) 5 minuts abans de la perfusio del fetge amb
la solucio UW. La dosi administrada va ser de 10mg/kg (251).

8. PC + inhibidor de la sintesi dNO (NAME) (PC + NAME) (n=12, 6
trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 3,
pero es va administrar intravenosament un metil ester metil de Nw-nitro-L-
arginina (NAME, Sigma-Aldrich, Madrid) al donant just després de I'inici de
la isquemia freda i al receptor just després del trasplantament. La dosi

administrada va ser de 10mM al donant i 20mg/kg al receptor (251).
24 hores després del trasplantament es van recollir les mostres de

plasma i teixit. Les determinacions bioquimiques i 'analisi histologica del fetge

van ser les mateixes que al protocol 1.
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3.5 DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES

3.5.1 NIVELLS DE TRANSAMINASES

L’aspartat aminotransferasa (AST) i I'alanina aminotransferasa (ALT)
son els enzims coneguts com a transaminases. S6n enzims citoplasmatics
molt abundants al fetge que participen en el metabolisme dels aminoacids,
realitzant la conversio d’'un aminoacid en un acid carboxilic.

Quan es produeix una lesid hepatica, aguestes transaminases son
alliberades al torrent sanguini de manera que la determinacio dels seus nivells
és un reflex de la lesid hepatica.

L’activitat d’aquestes proteines es va determinar amb I'Us d’'un kit
comercial de Boehringer Manheim (Manheim, Alemanya). L’assaig enzimatic
mesura la desaparicid de NADH mitjancant espectrofotometria a una longitud
d’ona de 365nm.

Les reaccions que es duen a terme son les seglents:

e ALT:

2-Oxoglutarat + L-arginina —L> Piruvat + L-Glutamat
Piruvat + NADH + H _ LDH | D-Lactat + NAD

e AST:

2-Oxoglutarat + L-Aspartat A—ST» Oxalacetat + L-Glutamat
Oxalacetat + NAD+H" M» D-malat + NAD*

3.5.2 NIVELLS DE ANGIOTENSINA I

Es van bullir les mostres de teixit hepatic en un tampd que contenia
acid acetic 0.1M i un comprimit d’inhibidor de proteases (Complete Mini,
Roche, Suissa) durant 10 minuts. Posteriorment, es van homogeneitzar les
mostres amb un homogeneitzador Polytron. Després de refredar les mostres
en gel, es van centrifugar a 2000g durant 20 minuts a 4°C. Es va extreure el
sobrenedant i es va evaporar amb I'ajuda d’'un concentrador de buit Savant.
Finalment, es van congelar les mostres a -40°C fins a la seva utilitzacio.

Per a determinar els nivells d’Ang Il es va utilitzar un kit comercial del
tipus ELISA (de l'angles enzyme-linked immunoassay) de la casa SPI bio,

Montigny Le Bretonneux, Franca. Aquests kits es basen en la unid
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d’anticossos contra I'Ang Il al fons dels pous d’'una placa de 96 pous on
s'uneix la proteina Ang Il continguda al teixit hepatic. La molecula de Ang I
s’'uneix a l'anticos a través d’enllacos covalents. Posteriorment, es renta la
placa i s’incuba amb un anticos contra I'Ang I marcat amb la
acetilcolinesterasa. Finalment, s’afegeix un substrat de I'enzim mencionat
que també és un cromogen i que, per tant, permet utilitzar
I'espectrofotometre per detectar el nivell d’absorbancia (a una longitud d’ona
de 450nm) de cada pou i que és proporcional al nivell de Ang Il de cadascun
(Figura 3.13).

HHP_LinW ;
@I BHEEBIQ |

i Fi 3 I

-

Sandwich Elisa

Figura 3.13. Esquema del sistema ELISA.
Font: Cell Signaling Tech.

3.5.3 NIVELLS DE BRADICININA

Per a determinar els nivells de BK en el teixit hepatic, es van
homogeneitzar les mostres de fetge en un tampd que contenia 90% d’etanol
i 0.1% de trifluoroaceétic, en un homogeneitzador Polytron. Seguidament, es
van sonicar les mostres durant 30 segons i es van centrifugar a 1500g durant
30 minuts a 4°C. Finalment, es van passar les mostres pel concentrador de
buit Savant, es van redissoldre en un tampd del kit comercial i es van
centrifugar a 10000g durant 15 minuts a 4°C.

A continuacio, es van determinar el nivells de BK amb la utilitzacio d’'un
kit de la casa comercial Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, Estats Units. El
kit també es basa en la tecnica immunologica d’ELISA amb la utilitzacié d’un

anticos conjugat amb I'estreptavidina amb peroxidasa que catalitza la solucio
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substrat per a poder llegir-ne labsorbancia a 450nm en un

espectrofotometre.

3.5.4 NIVELLS DE C-JUN N-TERMINAL CINASA FOSFORIL-LADA (JNK)

Es van homogeneitzar les mostres de teixit hepatic amb un tampd que
contenia Tris base 10mM, clorur de sodi 100mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM,
fluorur de sodi 1M, ortofosfat de sodi 20mM, ortovanadat de sodi 2mM,
tritd X-100 a I"%, glicerol al 10%, SDS al 0.1%, acid deoxicolic al 0.5%, PMSF
1M i un comprimit d’inhibidors de proteases (Complete Mini, Roche, Suissa)
a pH 7.4. Es van incubar les mostres homogeneitzades en gel durant 20-30
minuts i es van centrifugar a 4000g durant 15 minuts a 4°C. Finalment, es van
congelar els sobrenedants a -80°C.

Per determinar els nivells de JNK fosforilada en el teixit hepatic es va
utilitzar un kit comercial ELISA de la casa Invitrogen, Camarillo, Estats Units.
Aquest kit utilitza per a la deteccid de la proteina d’'interes un anticos conjugat
amb la peroxidasa que catalitza la solucid substrat per a poder llegir-ne

I'absorbancia a 450 nm en un espectrofotometre.

3.5.5 NIVELLS D’HGF

Es van homogeneitzar les mostres de teixit hepatic amb un tampd que
contenia Tris hidroxid clorhidric 20mM, clorur de sodi 2M, Tween 80 al 0.1%,
EDTA 1mM, i PMSF 1mM a un pH de 7.5 amb I'ajuda d’'un homogeneitzador
Polytron. Seguidament, es van centrifugar els homogeneitzats a 20000g
durant 60 minuts a 4°C. Es va recoallir el sobrenedant i es va congelar a
-40°C.

Per determinar els nivells d’HGF en el teixit es va utilitzar un kit
comercial de la casa B-Bridge International Inc., Tokio, Japd. Per a la
deteccio de la proteina d’interés, aquest kit utilitza un anticos marcat amb la
peroxidasa i una solucid substrat de la qual se’n pot llegir 'absorbancia a 450

NnMm en un espectrofotometre.
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3.5.6 NIVELLS DE TGF-$

Per a la determinacid del TGF-B, les mostres de fetge van ser
homogeneitzades amb un tampd fosfat que contenia PMSF 2mM i
pepstatina A Tmg/ml a 4°C amb I'ajuda d’'un homogeneitzador Polytron.
Seguidament, les mostres van ser centrifugades a 10000g durant 10 minuts a
4°C i es va recollir el sobrenedant del qual es va determinar la concentracio
de TGF-B actiu. Per a mesurar la concentracio de TGF- total (actiu + latent),
les mostres es van acidificar amb hidroxid clorhidric 1M i després es van
neutralitzar amb hidroxid de sodi 1M.

Per a la determinacio tant dels nivells totals com actius de TGF-B es va
utilitzar un kit de la casa comercial Biosource, Camarrillo, Estats Units. Aquest
kit utilitza per a la deteccio¢ de la proteina d’interés un anticos conjugat amb la
peroxidasa que catalitza la solucid substrat per a poder llegir-ne

I'absorbancia a 450 nm en un espectrofotometre.

3.5.7 CONCENTRACIO DE PROTEINES

La concentracio de proteines en els extrets de fetge de les mostres
utilitzades per als estudis es va determinar amb el métode colorimetric de
Bradford amb la utilitzacié del reactiu comercial BioRad (Richmon, EEUU).
Aqguest assaig es basa en el canvi d’absorbancia, en medi acid, que presenta
el blau de coomassie en unir-se a les proteines. La concentracio de proteines
és directament proporcional a I'absorbancia observada a una longitud d’ona
de 595nm. Es va emprar una recta patrd d’albumina de la qual el punt més
concentrat era 4.75mg/ml, i a partir d'aquesta concentracid es van fer 6

dilucions seriades a la meitat.

3.6 TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.6.1 ZIMOGRAFIA

La zimografia és una tecnica electroforética que permet observar
lactivitat d’alguns enzims. Es realitza amb poliacrilamida i en condicions
suaus per evitar la pérdua de I'activitat de I'enzim estudiat. Per a la deteccio

de les MMP2 i MMP9, es va realitzar una zimografia de gelatina.
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Primer de tot, es van extreure les MMP de les mostres de teixit hepatic
de la manera que descriurem a continuacid. Es van homogeneitzar les
mostres amb un homogeneitzador manual amb un tampd de lisis sense
inhibidors de proteases. El tampd contenia Tris HCI 50mM, clorur de sodi
150mM, clorur de calci 5mM, BRIJ-35 al 0.05%, azida sodica al 0.02% i tritd
X-100 a "M% a un pH de 7.6. A continuacio, es van centrifugar les mostres a
12000g durant 10 minuts a 4°C i es van guardar els sobrenedants.
Posteriorment, es van extreure les MMP d’aquests amb I'ajuda d'una
columna d’afinitat gelatina-sefarosa (Gelatin-Sepharose 4B, Amersham
Bioscience, Uppsala, Suecia) seguint les instruccions del producte. Un cop
obtinguts els eluents passats per la gelatina-sefarosa, que és on hi havia les
MMP concentrades, es van congelar a -80°C fins a la realitzacid de la
zimografia.

Per a fer la zimografia de gelatina es van barrejar els extrets de MMP
amb un tampo de carrega 1:1 (Laemmli, BioRad, EEUU). Seguidament, es van
carregar les mostres en un gel de poliacrilamida al 8% amb 1mg/ml de
gelatina porcina (Sigma-Aldrich, Madrid), durant 2 hores i mitja a 120V i 4°C.
Com a marcadors de pes, es van utiitzar un estandards de zimografia
(Chemicon, Billerica, EEUU). Un cop acabada I'electroforesis, es van fer 3
rentats de 15 minuts amb un tampd de tritd X-100 al 2.5%. Després es va fer
un rentat amb aigua miliQ i es van posar a incubar els gels 24 hores a 37°C
en un tampd que contenia Tris HCI 50mM, clorur de calci 10mM i azida
sodica 0.02% a pH 7.5. Un cop passades les 24 hores, temps durant el qual
les MMP encara estan actives i digereixen la gelatina del gel, es van tenyir els
gels amb blau de coomassie al 4% en metanol al 40% i acid acetic al 10%. |
finalment, es van destenyir els gels fins que les bandes van ser visibles amb
una solucio de destincid que contenia acid acetic al 10% i metanol al 10%(158,
257). Finalment, es van obtenir les imatges per a la densitometria amb un
densitometre (Agfa, Barcelona), que posteriorment van ser analitzades amb

el programa Quantity One.

3.6.2 WESTERN BLOT

Es van determinar la MMP2, el TIMP2 i la uPA en homogeneitzats de

teixit hepatic realitzats de les seglient manera:
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Es van homogeneitzar 250mg de teixit hepatic en 700uL de tampo
d’homogeneitzacid que contenia Tris-HClI 50mM (pH=7.6), NaCl 150mM,
CaCl, 5mM, BRIJ-35 0.05%, NaN, 0.02%, Tritd X-100 1% i una pastilla de
iNnhibidors de proteases per cada 50 mL de tampd (Complete, Roche). Es
van homogeneitzar els teixits amb I'ajut d’un homogeneitzador manual de la
casa Sartorius i després es van centrifugar a 12.000g durant 10 minuts a 4°C.
De cada homogeneitzat se’'n va reservar el sobrenedant i se’n va determinar
la concentracié de proteines amb un reactiu comercial de BioRad (Richmon,
EEUU).

Les mostres es van barrejar amb tampd de carrega (relacio 1:1), que
constava de P-mercaptoetanol i tampd Laemmli (BioRad, EEUU) en
proporcio 1:20. Es van carregar 100ug de proteina tant per a la MMP2 com
per a la uPA i el TIMP2. Es va fer correr un gel al 10% de SDS-poliacrilamida
per separar les proteines i es van transferir a una membrana de PVDF. Els
gels es van tenyir amb blau de coomassie per estar segurs que s’havien
transferit bé totes les proteines.

Es van incubar les membranes una hora a temperatura ambient amb
un tampo de blocatge (5% de llet en pols no greixosa en TBS amb el 0.1% de
Tween-20). La incubacié amb l'anticos primari es va fer durant tota la nit a
4°C. Les dilucions van ser les segUents per a cada anticos: dilucié 1/200 per
la MMP2, dilucio 1/500 per la uPA i dilucid 1/500 per al TIMP2 en un tampod
TBS amb el 0.1% de Tween-20 i amb el 5% de llet en pols no grassa.
Posteriorment, es van rentar les membranes amb tampd TBS amb el 0.1%
de Tween-20 en 3 rentats de 10 minuts i es van incubar amb I'anticos
secundari conjugat amb la peroxidasa anti-mouse a una dilucié 1/10.000 en
TBS amb el 0.1% de Tween-20 i amb el 5% de llet en pols no grassa, durant
una hora a temperatura ambient. Finalment, es van rentar les membranes
dues vegades amb TBS amb el 0.1% de Tween-20 durant 10 minuts i una
vegada amb TBS durant 10 minuts meés.

Per a la visualitzacid del senyal quimiluminiscent es va emprar el
sistema SuperSignal® West Femto Maximum Sensivity (Thermo Scientific,
Rockford, EEUU). Es van exposar les membranes incubades durant 4 minuts
al substrat a pellicules fotografiques. Les pellicules obtingudes van ser
escanejades i analitzades amb el software QuantityOne (BioRad, CA, EEUU).
La quantificacid de les diferents proteines va ser estandarditzada amb la

quantificacio de la B-actina obtinguda gracies a la incubacio de les mateixes
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membranes amb I'anticos primari anti-B-actina (dilucid 1/1000 en tampd TBS
amb el 0.1% de Tween-20 i amb el 5% de llet en pols no grassa, durant tota
la nit a 4°C. Finalment, es van incubar les membranes amb l'anticos
secundari anti-mouse (dilucid 1/5000 en TBS amb el 0.1% de Tween-20 i
amb el 5% de llet en pols no grassa) durant una hora a temperatura ambient.
Finalment es va obtenir el senyal qguimiluminiscent de la mateixa manera que
hem descrit anteriorment, perd utilitzant el reactiu Immun-Star HRP de
BioRad (CA, EEUU). L’analisi de les dades es va fer de la mateixa manera que
hem descrit previament.

Els anticossos primaris utilitzats contra la MMP2 van ser comprats a la
casa Chemicon (Milipore, Billerica, EEUU), els anti-uPA de la casa Santa
Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, EEUU), els anti-TIMP2 de la casa
Abcam (Cambridge, Regne Unit) i els anti-B-actina de la casa Sigma Chemical
(St. Louis, EEUU).

3.6.3 PCR A TEMPS REAL

Per a analitzar I'expressid de l'angiotensinogen, I'enzim ACE i les
MMP2 i 9, es van realitzar PCR a temps real (RT-PCR).

Primer es va alllar 'RNA total de les mostres de fetge amb la utilitzacio
d’un kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen, Barcelona). Basicament, es va
homogeneitzar el teixit hepatic, es va centrifugar 'lhomogenat i es va passar
per una columna de purificacid d’RBNA. Un cop purificat I'RNA total de les
mostres, es va quantificar amb l'ajuda d’'un espectrofotometre NanoDrop
(Thermo Scientific, Wilmington, EEUU). A continuacio, es va obtenir el cDNA a
través de la retrotranscripcid amb I'ajuda d’un kit comercial (Rady-to-go You-
Prime First-strand Beds (Amersham, Uppsala, Suecia).

Finalment, es va amplificar el cDNA dels gens angiotensinogen, ACE,
MMP2 i MMP9 mitjancant la RT-PCR amb els “sets” de “primers” Assays-on-
Demand TagMan Rn00593114_m1 per I'angiotensinogen, RN00561094_m1
per 'ACE, Rn02532334_s1 per la MMP2, Rn00579162_m1 per la MMP9 |
RN0O0667869_m1 per la B-actina (Applied Biosystems, Foster City, EEUU)
(Figura 3.14). La quantificacio de I'expressid génica dels gens d’interes es va

relativitzar amb la de la B-actina i es va calcular amb el sistema del AAC

T(258)"
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Figura 3.14. Esqguema de la RT-PCR TagMan.
Font: Applied Biosystems.

3.7 TECNIQUES HISTOLOGIQUES

3.7.1 IMMUNOHISTOQUIMICA DE PCNA

L’antigen nuclear de proliferacid cellular (PCNA) és una proteina
multifuncional de 32 KDa que s’expressa en grans quantitats al final de la fase
G, i al principi de la fase S del cicle cel-lular. AQuesta proteina és essencial per
a la progressio del cicle ja que forma part de la maquinaria de replicacio del
DNA, funcionant com a proteina accessoria a la DNA polimerasa 6 i de la
polimerasa €. La determinacié d’aquesta proteina ens déna una idea de la
proporcio de cellules que s’estan dividint.

Les mostres de teixit hepatic es van fixar en paraformaldehid
tamponat al 4% i passades les 24 hores en van incloure en parafina. Es van
realitzar talls histologics de 3 um d’aquests blocs en un ultramicrotom. Els
talls es van desparafinar amb xilol i es van hidratar amb solucions d’etanol de

concentracions decreixents.

88



Material i métodes

La immunohistoquimica es va realitzar amb I'ajuda d’'un kit comercial
(DAKO Envision+System, preoxidase (DAB), Dako, Alemanya) seguint les
instruccions del fabricant. En primer lloc, es va bloquejar la peroxidasa interna
de la mostra i es va incubar amb I'anticos primari anti-PCNA (clone PC10,
dilucio 1:20, Dako, Alemanya). Despreés, es va incubar amb I'anticos secundari
i es van tractar les mostres amb DAB i el substrat cromogen que déna un
precipitat marrd a les cél-lules que estan en divisid. Finalment, es tenyeixen
els talls amb hematoxilina per donar una tincié de contrast i es van muntar els
portaobjectes.

L'index de marcatge de PCNA es va determinar mitangant el
comptatge de nuclis tenyits en 30 camps de gran augment. Les dades van
ser expressades en forma de percentatge de cel-lules tenyides respecte el
nombre total d’hepatocits (259, 260).

3.7.2 ESTUDI HISTOLOGIC AMB HEMATOXILINA EOSINA

Les mostres de fetge es van processar segons el procediment
estandard pel seu estudi mitiancant microscopia Optica. Immediatament
després de I'extraccio, les mostres es van fixar en paraformaldehid tamponat
al 4% com a minim durant 24 hores. Després de la inclusid en parafina, es
van tallar les mostres amb un ultramicrotom en seccions de 4-5um.
Finalment es va realitzar la tincidé d’hematoxilina eosina.

Per estudiar la lesid hepatica, les seccions es van avaluar mitjiangcant un
comptatge utilitzant la seglent escala: grau O, lesi® minima o sense
evidencia; lesio 1, lesid greu que consisteix en vacuolitzacio citoplasmatica i
picnosis nuclear focal; grau 2, lesi® de moderada a severa amb picnosis
nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmatica; grau 3, necrosi severa amb
desintegraci® dels cordons d’hepatocits, hemorragies i infiltracid de
neutrofils. Per determinar el grau de necrosi es van valorar 40 camps de gran

augment per cada seccio, de manera aleatoria (261, 262).
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41 ESTUDIA1

EFFECT OF ANGIOTENSIN Il AND BRADYKININ INHIBITION IN RAT
REDUCED-SIZE LIVER TRANSPLANTATION

Padrissa-Altés S, Franco-Gou R, Boillot O, Serafin A, Rimola A, Arroyo V,
Rodés J, Peralta C & Rosell6-Catafau J.

Liver Transplantation, 2009; 15:313-320.

Aquest estudi va examinar si els bloquejadors de l'accid de I'Ang I
(antagonista de I'AT1R, antagonista de 'AT2R i el inhibidor de I'ACE) podien
reduir la lesid hepatica per I/R i millorar la regeneracio hepatica en el ROLT, i si
els efectes protectors del PC en el ROLT podien ser explicats a través de
canvis en 'Ang Il. Es va demostrar que els empelts hepatics reduits generen
Ang Il després d’'un ROLT i que aix0 esta associat amb un increment dels
nivells d’MRNA de 'angiotensinogen i 'ACE. A més, la inhibicié de I'Ang Il no
contribueix a la proteccio induida per PC en el ROLT. Tots els bloquejadors
de l'accid de 'Ang Il van reduir la lesié per I/R perd cap va incrementar la
regeneracio hepatica. L’antagonista del receptor de la BK va incrementar la
regeneracio hepatica pero no va reduir la lesio per I/R en els ROLT. Finalment,
la combinacid dels bloquejadors de l'accid de 'Ang Il i 'antagonista del
receptor de la BK va reduir la lesid per I/R i va incrementar la regeneracio
hepatica després d’'un ROLT. En conclusio, els bloquejadors de I'accié de
I'’Ang Il o 'antagonista del receptor de la BK no poden, per ells sols, millorar el
pronostic del ROLT, ja que encara que els bloquejadors de I'accid de 'Ang I
redueixen la lesid per I/R i que l'antagonista del receptor de la BK va
incrementar la regeneracio hepatica, cap dels dos pot induir els dos canvis
alhora. Consequentment, seria d’interés clinic aplicar ambdds tractaments

simultaniament.

*Article sencer a 'annex 2
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4.2 ESTUDI?2

MATRIX METALLOPROTEINASE 2 IN REDUCED-SIZE LIVER
TRANSPLANTATION: BEYOND THE MATRIX

Padrissa-Altés S, Zaouali MA, Franco-Gou R, Bartrons R, Baillot O,
Rimola A, Arroyo V, Rodés J, Peralta C & Rosell6-Catafau J

American Journal of Transplantation, 2010; In Press.

En aquest estudi vam estudiar la implicacid de 'MMP2 i IMMP9 en els
efectes protectors del PC en el ROLT. Tambég, vam examinar el paper de la
JNKi si aguesta regulava 'MMP2 en les condicions esmentades. Els animals
van ser sotmesos a un ROLT amb o sense previ PC i modulacio
farmacologica, i es van recollir mostres del fetge per ser analitzades. Vam
observar que I'MMP2, perdo no 'MMP9, esta implicada en els efectes
protectors del PC en el ROLT. L'MMP2 va reduir la lesié per I/R i va
incrementar la regeneracié hepatica. A més, la inhibicid de 'MMP2 en el PC
va reduir la supervivencia dels animals després d’'un ROLT. La inhibicid de la
JNK en el grup PC, va reduir la lesid per I/R i va millorar la regeneracio
hepatica. Tambeg, la JNK va regular a la alca 'MMP2 en el PC. A més, tambeé
vam demostrar que el TIMP2 també esta regulat a l'alca pel PC i que la
modulacio de la JNK també va alterar els seus nivells en el PC i el ROLT. Els
nostres resultats obren noves possibilitats per a desenvolupar nous
tractaments terapeutics per a reduir la lesid per I/R i incrementar la
regeneracio hepatica després d’un ROLT, factors que son les limitacions més

grans en el transplantament de fetge de donant viu.

*Article sencer a l'annex 3
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51 EFECTE DE LA INHIBICIO DE L'ANGIOTENSINA Il | LA
BRADICININA EN EL ROLT EN RATA

El primer estudi presentat en aquest memoria mostra el paper de ’'Ang
II'i la BK en el dany hepatic per I/R i la regeneracio hepatica en el model de
trasplantament hepatic amb empelt de mida reduida en rata (Figura 5.1).

Segons estudis anteriors, 'Ang Il esta involucrada en la patogéenesis
del dany de I'organ diana, incloent el vessament cerebral, les malalties del
ronyo i l'infart de miocardi, tant en situacions cliniques com experimentals
(263-266). Estudis del fetge van mostrar els efectes beneficiosos de
I'activacio dels receptors de 'Ang I, TAT1R i TAT2R, sobre el dany hepatic per
I/R i en el trasplantament de fetge complet (254, 267, 268). En aquest estudi
es va mostrar que el fetge és capac de generar Ang Il després d’'un ROLT i
que aixd esta associat a un increment d’angiotensinogen i d’mMRNA de 'ACE.
A més, els nostres resultats van indicar que I'ds de bloquejadors de I'accié de
I'’Ang Il, com per exemple els antagonistes de 'AT1R i 'AT2R i els inhibidors de
I'ACE, podrien ser prometedors per a la reduccio del dany hepatic associat al
ROLT. El present estudi demostra que els bloquejadors de 'accid de I'Ang I
redueixen el dany hepatic. Tot i aix0, es requereixen meés estudis per
determinar els mecanismes pels quals aquests bloquejadors milloren el dany
hepatic després d’'un ROLT. Un d’aquests mecanismes podria ser I'alteracio
de la microcirculacid hepatica. Sabem per la literatura que la inhibicid de
lactivitat de I'AT1R millora la microcirculacid hepatica en un model d’l/R
normotermica en gossos (267). Per altra banda, també coneixem els efectes
beneficiosos dels bloquejadors de 'Ang Il sobre la hipertensid en humans
(269).

En la investigacid del PC, estudis previs van mostrar resultats
contradictoris en relacid a I'efecte d’aquest sobre I'Ang Il (142, 270-272).
Alguns estudis del cor indiquen que el PC inhibeix les accions biologiques de
'Ang Il (270), mentre que altres estudis mostren que 'Ang Il participa en els
efectes protectors del PC (271, 272). Un estudi recent del nostre grup va
mostrar un efecte diferencial del PC sobre I'Ang Il en un model experimental
d’isquemia normotermica, dependent del tipus de fetge; el PC va reduir la
produccio d’Ang Il en fetges grassos, pero no en fetges no grassos (142). A
mes, estudis anteriors del nostre grup, ja havien descrit els efectes

beneficiosos del PC sobre la I/R hepatica i la regeneracié en un ROLT (251).
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Els resultats del present estudi van mostrar que el PC no modifica I'expressio
dels enzims o precursors capacos de generar Ang Il. Per altra banda, la
manca de canvis en I'expressio d’aquests no significa que hi puguin haver
modificacions post-transcripcionals que acabin modificant els nivells de
proteina. De totes maneres, en els nostres estudis hem pogut veure que els

efectes beneficiosos del PC no son deguts a canvis en la generacio d’Ang |l.

ROLT

AT1R

1An i n.—>—>1An 1 7 I:>LESI(')
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-b

{ REGENERACIO

Figura 5.1. Els sistema RAS en el ROLT.

Els efectes beneficiosos dels inhibidors de 'ACE sobre la regeneracio
hepatica després d’'una hepatectomia son ben coneguts gracies a estudis
previs (144, 145). Altres estudis van mostrar que els inhibidors de I'ACE
incrementen els nivells dmMRBNA de I'HGF renal i la concentracid d’'HGF
cardiac en models experimentals de rates hipertenses (273). A més, altres
investigacions també van mostrar que 'Ang Il regula a la baixa la produccio
d’'HGF en cellules mesangials en cultiu (274). L'HGF i el TGFB son els
marcadors més comuns de regeneracid del fetge usats en models de
regeneracio hepatica en rates (275). L'HGF és el més potent dels mitdgens
del fetge (89). Per altra banda, el TGFB inhibeix la sintesi d’ADN
hepatocel-lular tant en cultiu (276, 277) com in vivo(95). S’ha suggerit que el
TGFB pot ser el principal contra regulador de la proliferacid hepatocitaria

durant la regeneracid (278). Els nostres resultats van mostrar que ni els
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inhibidors de I'ACE ni cap dels bloquejadors de I'Ang Il son capagos d’induir la
regeneracio hepatica després d’'un ROLT: Els inhibidors de 'ACE no van
modificar ni els nivells d’hepatocits positius per PCNA ni els nivells de cap
factor de creixement (HGF i TGFB) comparats amb els del grup ROLT sense
cap tractament.

Els inhibidors de 'ACE no només inhibeixen la generacidé d’Ang Il, sind
que també promouen 'augment de la concentracid de BK, ja que I'ACE
també pot degradar la BK (152). En aquest estudi també vam demostrar que
la BK no juga cap paper en el dany hepatic per I/R associat a un ROLT ja que
'antagonista del receptor de la BK administrat a un grup ROLT no va
modificar els nivells de dany hepatic. Contrariament, I'antagonista del
receptor de la BK si que va modificar els nivells de regeneracio hepatica quan
es va administrar a un grup ROLT. L’antagonista del receptor de la BK va
millorar la regeneracid hepatica després d’'un ROLT tal i com es va poder
observar en lincrement dels nivells d’hepatocits positius per PCNA,
lincrement en els nivells d’'HGF i la reduccio en els de TGFB. Per altra banda,
tots els bloquejadors de 'Ang Il van disminuir el dany hepatic després d’'un
ROLT, perd cap no va incrementar la regeneracio hepatica. Els parametres
histologics i bioquimics de dany hepatic dels grups ROLT + inhibidor del ACE,
ROLT + antagonista AT1R, i ROLT + antagonista AT2R van resultar en nivells
meés baixos que els del grup ROLT, perd cap no va mostrar diferencies amib
el grup ROLT en els parametres de regeneracid hepatica. Observant
aquestes dades hom s’adona que la inhibicid conjunta de 'accio de I'Ang Il
de la BK ajudaria a reduir el dany hepatic per I/R i a millorar la regeneracio
hepatica després d’'un ROLT. Efectivament, els resultats obtinguts d’un grup
ROLT al qual se li van administrar els bloquejadors de 'Ang Il i 'antagonista
del receptor de la BK van mostrar una millora tant en el dany hepatic com en
la regeneracid hepatica. Clinicament, els bloquejadors de 'Ang Il o els
antagonistes dels receptors de I'Ang Il per ells sols no poden milorar
suficientment el pronostic del ROLT ja que els primers milloren el dany
hepatic i els segons milloren la regeneracio, pero cap dels dos pot millorar els
dos parametres alhora. Per tant, el que seria dinteres clinic, seria
'administracié conjunta d’ambdds. Els inhibidors de I'ACE son ampliament
usats en la practica clinica, pero s’han descrit hepatotoxicitats i malalties
colestatiques del fetge degut a la inhibicid de I'ACE (279, 280). Tenint en

compte aquesta observacio i el fet que els antagonistes del receptor de I'Ang
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Il van ser igualment efectius en la millora del dany hepatic després d’'un ROLT,
nosaltres proposem que la millor estrategia per a ser aplicada en un ROLT a fi
de reduir el dany hepatic i millorar la regeneracié és la combinacid dels

antagonistes del receptor de 'Ang Il i els antagonistes del receptor de la BK.

52 LA METAL-LOPROTEINASA DE MATRIU 2 EN EL
TRASPLANTAMENT HEPATIC DE MIDA REDUIDA

El segon estudi presentat en aquesta memoria mostra el paper de
'MMP2 en els mecanismes del PC en el ROLT, i la seva regulacio a traves de
la INK i el TIMP2.

Es ben sabut que les MMP estan involucrades en el procés de la I/R
hepatica. De fet, diversos estudis experimentals d’l/R hepatica en rata van
demostrar que les MMP estan regulades a I'alca després d’'una I/R (157-159,
281). En particular, Shirahane et al. van demostrar que la inhibicié de les MMP
redueix el dany hepatic per I/R (159). Per altra banda, les MMP també
participen en el procés de la regeneracio hepatica a través de la remodelacio
de 'ECM (163). Per exemple, Kim et al. van mostrar que les MMP eren
activades després d’'una hepatectomia en rata (163). De totes maneres, no hi
ha dades sobre el paper de les MMP en situacions que impliquin tant la I/R
com la regeneracio hepatica, tal i com és el cas del ROLT. D’aquesta manera,
tampoc no hi ha informacié sobre el paper de les MMP en els efectes
benefics del PC en el ROLT. En aquest estudi, vam mostrar per primer cop
que els efectes protectors del PC en el ROLT son deguts, en part, a un
increment dels nivells dMMP2. En les nostres condicions, el PC va
comportar un augment de I'activitat i de I'expressid d’'mRNA de 'MMP2. De
fet, el que vam poder observar va ser que els nivells d’'mRNA de 'TMMP2 en el
grup ROLT eren molt més baixos que en el grup Sham. Pero quan aplicaven
el PC abans del ROLT, els nivells d’'mRNA de 'MMP2 tornaven a augmentar
fins a nivells similars als del grup Sham. Per tant, podem dir que en el nostre
model, el ROLT va reprimir I'expressid de 'MMP2, perd el PC va revertir
aqguesta repressio i va restaurar I'expressio de 'mRNA de 'MMP2 fins a
nivells del grup Sham. D’aquesta manera, la proteina MMP2 pot ser
sintetitzada a un ritme normal de nou i exercir la seva funcio, vital per a la
regeneracid normal del fetge. Aquest mateix efecte va ser observat en els
grups modulats (ROLT + activador JNK i PC + inhibidor JNK). Estudis previs
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van mostrar que 'MMP2 s’expressa de forma latent en fetges control (158,
282). Tenint en compte aquesta observacio i el fet que el ROLT provoca que
els nivells d’mRNA de 'MMP2 disminueixin fins a nivells inferiors als del grup
Sham, no és sorprenent que el fetge pateixi un dany tan sever quan és
sotmeés a un ROLT. A més, la inhibicid de 'TMMP2 en fetges precondicionats
va comportar una reduccio dels efectes protectors del PC fins al punt que la
supervivencia d’aquests animals es va reduir drasticament. Numeéricament, la
inhibicid de 'MMP2 en animals sotmesos a un PC abans del ROLT va reduir la
supervivencia d’aquests en un 65%. Aquests animals (PC+ inhibidor MMP2)
van mostrar una reduccié significativa de la regeneracid hepatica i un
increment significatiu del dany hepatic.

Contrariament al que vam veure amb 'MMP2, no vam observar canvis
significatius en cap dels grups experimentals excepte per al grup Sham en
els nivells de 'MMP9. Els nostres resultats mostren que el ROLT és capac
d’augmentar els nivells d’'mRNA i de proteina de 'MMP9, perd el PC no va
tenir cap efecte sobre aquesta. Com que els objectius d’aquest estudi eren
la investigacid dels mecanismes del PC, no vam aprofundir en l'estudi
d’aquest augment de I'MMP9O en el ROLT. De totes maneres, aquest
augment de 'MMP9O podria ser I'objecte d’investigacions futures. Estudis
previs van mostrar que 'MMP9 té un paper actiu en el trasplantament
hepatic(160), perd en el nostre model sembla no estar implicada en els
mecanismes del PC. De fet, l'augment de I'expressid de 'MMP9 en els
fetges sotmesos a un ROLT ja ens indica que 'MMP9 esta participant
d’aquest procés i que per tant deu participar del dany hepatic que es
manifesta en el ROLT. Per tant, en aquest aspecte, els nostres resultats si
que estarien en consonancia amb la resta d’estudis que diuen que 'MMP9
és responsable del dany hepatic (157-159). Pero, els mecanismes protectors
del PC no semblen activar o modificar I'expressié d’aquesta proteina. Segons
els nostres resultats, 'MMP que participa més activament en el procés de la
regeneracio del fetge en el nostre model és 'MMP2, ja que és justament
'MMP que s’indueix quan augmenta la regeneracio a causa de 'aplicacio del
PC. De totes maneres, tampoc podem descartar el fet que si el PC fos capac
d’induir TMMP9, que aguesta també fos capac d’augmentar la regeneracio.
Perdo com que el PC no és capac d'induir-la, 'MMP9 no té cap efecte sobre

aquesta.
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La funcié classica i més ben coneguda de les MMP és la degradacio
de 'ECM (153). En els darrers anys s’han anat descobrint noves funcions
d’aquestes proteines. Per exemple, estudis recents van indicar que les MMP
son capaces de processar directament el TGFB (153, 283) o bé d’alliberar
'HGF de I'ECM (284). Sabent aixd, podem dir que a través d’aquestes
funcions les MMP poden regular la regeneracid hepatica a través de la
modulacid dels inhibidors i promotors d’aquesta. Nosaltres creiem que
'MMP2 és un dels efectors finals del PC i que actua modulant la regeneracio
hepatica. En altres paraules, pensem que 'MMP2 esta implicada en la
desestructuracio de 'ECM, pas previ essencial de la regeneracié del fetge.
Per altra banda, 'MMP2 podria estar interactuant, i per tant modulant, factors
de creixement com el TGFB, factor conegut com un dels principals contra
reguladors de la regeneracio hepatica (285). En resum, nosaltres pensem
que 'MMP2 és capag de protegir el fetge després d’'un ROLT gracies a la
seva accid sobre la regeneracid hepatica, i que aquest fet té un efecte
indirecte sobre la lesid hepatica. Sabem que en situacions on el fetge té una
mida massa petita, com és el cas de la Sindrome del Small-For-Size (286), o
quan el fetge és incapac de regenerar-se adientment, com en el cas del
nostre estudi, el fetge Nno aconsegueix tenir una Mmida adient per acomplir les
seves funcions. En aquests casos, els nivells de transaminases es veuen
incrementats, reflectint una lesio hepatica severa (287-289), com en el cas
del nostre estudi. De totes maneres, tampoc no es pot descartar la
possibilitat que 'MMP2 pugui modular directament una via de senyalitzacio
que pugui disminuir directament la lesié hepatica.

Estudis anteriors van mostrar que les MMP eren responsables del
dany per I/R en el fetge (158, 160). Aquesta discrepancia amb els nostres
resultats podria ser deguda basicament a la diferencia en els models
experimentals. Els models utilitzats en els estudis esmentats no presenten
regeneracio hepatica, com en el nostre cas. Com ja hem comentat abans,
creiem que en el nostre model 'MMP2 participa dels efectes protectors del
PC através de la modulacio de la regeneracio hepatica i, per tant, en models
on aquesta és absent, 'MMP2 pot tenir un paper totalment diferent.

El paper de la JNK en la I/R i la regeneracio hepatica ha estat objecte
de controversia durant anys. Existeixen estudis que demostren que la JNK
participa en la lesid de 'empelt hepatic després d’un trasplantament de fetge

(172-174). Alternativament, Lee et al. van mostrar que la inhibicio de la JNK en
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un model experimental d’'l/R hepatica incrementa la lesié hepatica(290). En el
nostre estudi, el PC va incrementar els nivells de JNK, fet que va estar
associat amb una disminucié del dany hepatic en el grup ROLT+ activador
JNK respecte del grup ROLT. Contrariament, vam observar que el dany
hepatic estava incrementat en el grup PC+ inhibidor JNK respecte el grup
PC. Aguests resultats impliqguen la JNK en els efectes protectors del PC en el
ROLT. A més, els nostres resultats també van mostrar que la modulacio de la
JNK afecta l'activitat i els nivells de proteina de 'MMP2. Aquest efecte és
consistent amb resultats publicats per altres autors que indiquen que la JNK
regula 'TMMP2 (291, 292). Llavors, podem concloure que, en el nostre model,
el PC indueix l'activacid de la JNK, i que aixd es correlaciona amb un
increment de 'MMP2.

Per altra banda, se sap que el TIMP2 juga un paper primordial en la
regulacio de 'MMP2 (293, 294). Quan el TIMP2 es troba present a altes
concentracions, aquest actua dinhibidor de I'MMP2 (167). Pero,
contrariament, quan el TIMP2 es presenta en baixes concentracions, aquest
forma part del complex activador de 'MMP2 junt a 'MT1-MMP (153). Els
nostres resultats mostren que en el ROLT, el TIMP2 promou l'activacié de
'MMP2 degut al patré parallel que presenten aguestes dues proteines. A
mes, la JNK també juga un paper en la regulacio a la alca del TIMP2, fet que
es pot observar en els resultats obtinguts de la modulacié de la JNK.

Addicionalment, també vam investigar el paper de 'uPA en el nostre
model de ROLT. Els nostres experiments van mostrar que 'uPA no esta
implicada ni en els efectes protectors del PC ni en la lesio per I/R en el ROLT
a 24 hores de reperfusio. Tot i aixd, no podem pas descartar la possibilitat
que aquesta proteina pugui ser regulada a 'alca a temps més primerencs i
que després sigui regulada a la baixa cap a nivells basals abans de les 24
hores de reperfusio, temps al qual vam recollir les mostres, o al revés. Aixo
estaria en consonancia amb estudis previs que van mostrar un increment de
'activitat de 'uPA als 1-5 minuts després d’'una hepatectomia en rates (186,
188).

Totes aquestes dades semblen indicar que en el nostre model de
ROLT, el PC activa la sintesis de la JNK i consegUentment la de 'MMP2 i el
TIMP2 (Figura 5.2). Aquest podria ser un dels mecanismes pels quals el PC
redueix la lesid hepatica i incrementa la regeneracié després d’'un ROLT.

Conseqguentment, tractaments adrecats a induir els nivells de JNK o d’MMP2
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podrien millorar el prondstic clinic del ROLT, reduint el percentatge de fallades
primaries del fetge després d’un trasplantament.

En conclusio, en aquest estudi vam demostrar que 'MMP2 té un
paper primordial en els efectes protectors del PC en el ROLT, ja que la
inhibicid d’aquesta proteina redueix dramaticament la supervivencia dels
animals sotmesos a un ROLT. A més, també vam demostrar que 'MMP2
esta regulada a l'alca per la JNK. Amb aquest estudi vam poder identificar
una de les vies induides pel PC que comporten una reduccid del dany
hepatic i un increment de la regeneracio despres d’'un ROLT. Els resultats del
present estudi obren noves possibilitats d’investigacid de tractaments per a
reduir la lesio per I/R i millorar la regeneracio hepatica després d’'un ROLT, les

majors limitacions en el trasplantament hepatic de donant viu.
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Figura 5.2. Mecanismes proposats dels efectes protectors del PC en
el ROLT.
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4.3

5.2

ESTUDI 1

El fetge genera Ang Il després de ser sotmes a un ROLT i aixO esta
associat a un increment de I'expressio de I'angiotensinogen i I'ACE.

El efectes protectors del PC vers un ROLT no sédn deguts a canvis en
els nivells d’Ang Il ja que aquest no modifica I'expressié dels enzims ni
dels precursors capacos de generar Ang |l.

Els bloguejadors de l'accid de I'Ang Il redueixen la lesid hepatica
associada al ROLT, perd no son capacos d’induir la regeneracio
hepatica en el ROLT.

La BK no juga cap paper en la lesid hepatica associada al ROLT pero
I'antagonista del receptor de la BK és capac¢ d’induir la regeneracio del
fetge associada al ROLT.

L’estrategia més adient per a aplicar a un ROLT per a reduir la lesié per
I/R i incrementar la regeneracid hepatica és la combinacié dels
antagonistes dels receptors de I'Ang Il i 'antagonista del receptor de la
BK.

ESTUDI 2

El PC incrementa I'expressio i I'activitat de 'MMP2, i els nivells del
TIMP2 en el fetge quan aquest és aplicat abans d’'un ROLT. A través
d’aquest mecanisme, el PC protegeix el fetge davant la lesio per I/R i
incrementa la regeneracio hepatica.

L’administracié d’'un inhibidor de 'MMP2 junt amb l'aplicacié del PC
redueix la supervivencia dels animals sotmesos a un trasplantament
en un 65%, ja que n’inhibeix drasticament la regeneracid hepatica i
n’'incrementa drasticament la lesio per I/R.

L'MMP9 no participa en els mecanismes protectors del PC en el
ROLT.

La UJNK esta implicada en els mecanismes protectors del PC en el
ROLT ja que aqguest incrementa els nivells de la JNK en fetges
sotmesos a un ROLT, i aixd esta associat a una disminucié del dany

hepatic i un increment de la regeneracio del fetge. A més, la JNK és
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capac d’incrementar I'activitat i els nivells de 'MMP2 i els nivells del
TIMP2 en els fetges precondicionats i sotmesos a un ROLT.
L’uPA no juga cap paper en els efectes protectors del PC en el ROLT a

les 24 hores de reperfusio.

CONCLUSIONS GENERALS

El Sistema RAS i la BK participen, respectivament, en la lesio per I/R i la
regeneracio hepatica en el ROLT.

L'MMP2, a través de la JNK i el TIMP2, formen part dels mecanismes
protectors del PC en el ROLT.

Per tant, ambdues poden ser considerades noves dianes

terapéutiques en el trasplantament de fetge de donant viu.
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Effect of Angiotensin Il and Bradykinin Inhibition
in Rat Reduced-Size Liver Transplantation
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This study examined whether angiotensin Il (Ang Il) blockers [Ang Il type | receptor antagonist, Ang Il type Il receptor
antagonist, and angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor] could reduce hepatic injury and improve regeneration in
reduced-size orthotopic liver transplantation (ROLT) and whether the beneficial effects of ischemic preconditioning (PC) in
ROLT could be explained by changes in Ang Il. We show that small liver grafts generated Ang Il after ROLT and that this was
associated with increased angiotensinogen and ACE messenger RNA expression. Furthermore, inhibition of Ang Il did not
contribute to PC-induced protection in ROLT. All Ang Il blockers reduced hepatic injury, but none of them promoted liver
regeneration. Bradykinin (BK) receptor antagonist improved liver regeneration but did not reduce hepatic injury in ROLT.
Finally, the combination of Ang Il blockers and BK receptor antagonists in ROLT reduced hepatic injury and improved liver
regeneration. In conclusion, treatments with either Ang Il blockers or BK receptor antagonists cannot, on their own, improve
the outcome of ROLT. Although Ang Il blockers can reduce hepatic ischemia-reperfusion injury and BK receptor antagonists
can promote liver regeneration, neither confers both benefits at the same time. Consequently, it may be of clinical interest to
apply both treatments simultaneously. Liver Transpl 15:313-320, 2009. o 2009 AASLD.
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Living-related liver transplantation has developed rap- (I/R), which is inevitable in liver transplantation, re-

idly in recent years in order to alleviate the mortality
resulting from the scarcity of suitable deceased do-
nors.'® The main limitation of living-related liver trans-
plantation is graft size disparity because reduced-size
liver grafts must regenerate rapidly to ensure normal
function and patient survival.*"® Ischemia-reperfusion

duces liver regeneration after hepatectomy.” !° Little is
known about the mechanisms underlying the dysfunc-
tion and failure of reduced-size liver grafts.'*
Angiotensin II (Ang II), which is produced via angio-
tensin converting enzyme (ACE) from angiotensin I, is
the main effector of the renin-angiotensin system. It
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exerts its biological action through its receptor sub-
types: Ang II type I receptor (AT1R) and Ang II type II
receptor (AT2R).'2 Previous studies reported that ACE
inhibitors or ATIR antagonists protect against warm
hepatic I/R injury'®'® and that ACE inhibitors show
beneficial effects on injury in liver transplantation from
non-reduced-size grafts,'* thus suggesting a detrimen-
tal role of Ang II in hepatic I/R. ACE inhibitors enhance
liver regeneration after partial hepatectomy.'> '€ These
observations suggest that Ang II blockers might exert
their beneficial effects in situations that require both
I/R and liver regeneration, such as reduced-size liver
transplantation. ACE inhibitors not only inhibit Ang II
generation but also increase bradykinin (BK) levels.'”
For instance, the beneficial effects of ACE inhibitors on
I/R injury were attributed to BK in an experimental
model of I/R without partial hepatectomy,'” and ACE
inhibitors increased liver regeneration after partial hep-
atectomy through activation of BK2 receptors.'® We
therefore hypothesized that BK is responsible for the
potentially beneficial effects of ACE inhibitors in surgi-
cal situations that require both I/R and hepatectomy.
Ischemic preconditioning (PC), that is, a short period of
ischemia followed by a brief period of reperfusion before
a sustained ischemic insult, protected the liver against
I/R injury and improved hepatic regeneration in an
experimental model of reduced-size liver transplanta-
tion,'® but the mechanisms of protection are not well
established. A recent study by our group indicated a
differential effect of PC on Ang II in an experimental
model of warm ischemia, depending on the liver type.'®

The aims of the present study were to evaluate the
effect of Ang II blockers on hepatic I/R injury and liver
regeneration in reduced-size liver transplantation and
to determine the effect of PC on Ang II. This could
contribute to the development of pharmacological treat-
ments based on modulating Ang II action to improve the
quality of the reduced-size liver grafts.

MATERIALS AND METHODS
Experimental Animals

Male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were anesthe-
tized with isoflurane. Research procedures complied
with European Union regulations for animal experi-
ments (EU guideline 86/609/EEC).

Experimental Design

Protocol 1. Effect of Ang II Blockers on Hepatic
I/R Injury and Liver Regeneration in Reduced-
Size Orthotopic Liver Transplantation (ROLT) 24
Hours After Transplantation

1. Sham (n = 6): Silk ligatures in the right suprarenal
vein and hepatic artery.

2. ROLT (n = 12, 6 transplants): The liver was reduced
by removal of the left lateral lobe and the 2 caudate
lobes and was preserved with cold University of
Wisconsin solution for 1 hour. ROLT was performed

according to Kamada’s cuff technique.” Animals
were Killed 24 hours after transplantation for sam-
ple collection.

3. PC (n = 12, 6 transplants): To induce PC, the blood
flow of the donor liver was interrupted by placing a
clamp at the portal vein and hepatic artery for 10
minutes, and this was followed by reflow for 10
minutes. Livers then underwent ROLT, as de-
scribed in group 2.7

4. ROLT + ATI1R antagonist (n = 12, 6 transplants):
This was performed just as for group 2, but an
AT1R antagonist (losartan) was orally administered
(5 mg/kg) 24 hours and 1 hour before the surgical
procedure to both the donor and the recipient, re-
spectively.'®

5. ROLT + AT2R antagonist (n = 12, 6 transplants):
This was performed just as for group 2, but an
AT2R antagonist (PD123319) was intravenously
administered (30 mg/kg) to the donor 25 minutes
before excision and to the recipient just after the
transplant.'®

6. ROLT + ACE inhibitor (n = 12, 6 transplants): This
was performed just as for group 2, but an ACE
inhibitor (captopril) was orally administered (100
mg/kg) 24 hours and 1 hour before the surgical
procedure to both the donor and the recipient.'®

Protocol 2. Role of BK in the Effects of Ang II
Blockers on Hepatic I/R Injury and Liver
Regeneration in ROLT 24 Hours After
Transplantation

7. ROLT + ACE inhibitor + BK receptor antagonist
(n = 12, 6 transplants): This was performed just as
for group 2, but an ACE inhibitor (captopril) was
orally administered (100 mg/kg) 24 hours and 1
hour before the surgical procedure to both the do-
nor and the recipient,'® and a BK2 receptor antag-
onist (HOE140) was subcutaneously administered
(0.5 mg/kg) 1 hour before and during the surgical
procedure to the recipient alone.*®

8. ROLT + BK receptor antagonist (n = 12, 6 trans-
plants): This was performed just as for group 2, but
a BK2 receptor antagonist (HOE140) was subcuta-
neously administered (0.5 mg/kg) 1 hour before
and during the surgical procedure to the recipient
alone.'®

9. ROLT + ATI1R antagonist + AT2R antagonist + BK
receptor antagonist (n = 12, 6 transplants): This
was performed just as for group 4, but an AT2R
antagonist (PD123319) was intravenously adminis-
tered (30 mg/kg) to the donor 25 minutes before
excision and to the recipient just after the trans-
plant,'® and a BK2 receptor antagonist (HOE140)
was subcutaneously administered (0.5 mg/kg) 1
hour before and during the surgical procedure to
the recipient alone.'®

Control experiments using the vehicle (saline solution)
were carried out for each drug.
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Sample Collection and Processing

All samples were collected 24 hours after completion of
the surgical procedure. Samples for biochemical and
molecular biology testing were frozen with dry ice, and
samples for histological studies were placed in parafor-
maldehyde.

Biochemical Determinations

Ang II, BK, transaminase, hepatocyte growth factor
(HGF), and transforming growth factor B (TGFR; total
TGFB and active TGFR) levels were measured with the
same protocol described elsewhere.”8'° Note that
TGFp is stored in the cells in the latent form, which
consists of the mature TGFB, the TGFB binding protein,
and the latency-associated peptide. When required, the
latent form is processed, and the mature TGFp is re-
leased. The mature TGFR alone is called active TGF.
Therefore, when we mention total TGFB, we are refer-
ring to the latent and active forms, and when we men-
tion active TGFB, we are referring to the mature form
alone.?°

Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction (PCR) for Angiotensinogen and ACE
Messenger RNA (mRNA)

Quantitative real-time PCR analysis was performed
with premade Assays-on-Demand TaqMan probes
(Rn00593114_m1 for angjotensinogen, Rn00561094_m1
for ACE, and Rn00667869_ml for B-actin; Applied Bio-
systems). The TagMan gene expression assay was per-
formed according to the manufacturer’s protocol (Ap-
plied Biosystems).

Histology and Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) Labeling Index

To quantify the severity of hepatic injury, hematoxylin
and eosin-stained sections were evaluated by a point-
counting method on an ordinal scale.” Hepatic prolifer-
ation was assessed in liver biopsies with immunohisto-
chemistry as previously described.” Data are expressed
as the percentage of mitotic hepatocytes and PCNA-
stained hepatocytes (brown nuclei) per total number of
hepatocytes in 30 high-power fields. PCNA-positive
hepatocytes are those with brown-stained nuclei, and
those that have blue-stained nuclei are PCNA-negative
hepatocytes.

Statistics

Data are expressed as mean * standard error. Statis-
tical comparison was performed by variance analysis,
and this was followed by the Student-Newman-Keuls
test. P < 0.05 was considered significant.
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Figure 1. Activation of RAS in ROLT 24 hours after trans-
plantation. (A) Angiotensin II levels and (B) angiotensinogen
and ACE mRNA expression were measured in livers from the
experimental groups shown in the graph (n = 12 for each
group, 6 transplants). All subjects in all groups were included
in each measurement. PCR fluorescent signals for angio-
tensinogen and ACE were standardized to PCR fluorescent
signals obtained from an endogenous reference (3-actin).
Comparative and relative quantifications of angiotensinogen
and ACE gene products normalized to f-actin and a control
sham group were calculated with the 2 2T method. *P <
0.05 versus sham; * P < 0.05 versus ROLT. Abbreviations:
ACE, angiotensin converting enzyme; mRNA, messenger RNA;
PC, preconditioning; PCR, polymerase chain reaction; ROLT,
reduced-size orthotopic liver transplantation.

RESULTS

Effect of Ang II Blockers on Hepatic /R
Injury and Liver Regeneration in ROLT 24
Hours After Transplantation

Ang II, Angiotensinogen, and ACE Inhibitors in
ROLT 24 Hours After Transplantation

ROLT increased Ang II levels in the liver in comparison
with the sham group (Fig. 1A). This increase in hepatic
Ang II levels may be due to an increase in angiotensino-
gen and/or ACE mRNA expression (Fig. 1B). PC did not
modify Ang II, angiotensinogen, or ACE levels in com-
parison with the ROLT group (Fig. 1A,B).

Hepatic Injury and Liver Regeneration in ROLT
24 Hours After Reperfusion

All Ang II blockers protected against hepatic injury. As
shown in Fig. 2, ROLT + ATI1R antagonist, ROLT +
AT2R antagonist, and ROLT + ACE inhibitor reduced
transaminase levels (Fig. 2A) and grade 3 necrosis (Fig.
2B) in comparison with the ROLT group.

None of these Ang II blockers had beneficial effects on
liver regeneration. As shown in Fig. 3A, ROLT + AT1R
antagonist, ROLT + AT2R antagonist, and ROLT + ACE
inhibitor did not significantly affect the PCNA prolifer-
ation index in the liver in comparison with the ROLT

LIVER TRANSPLANTATION.DOI 10.1002/1t. Published on behalf of the American Association for the Study of Liver Diseases
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group. It is well known that hepatocyte proliferation is
controlled by both growth-promoting and growth-inhib-
iting factors, such as HGF and TGFB, respectively.>!-%2
As the PCNA results show, ROLT + AT1R antagonist,
ROLT + AT2R antagonist, and ROLT + ACE inhibitor
resulted in HGF and active TGF levels that were sim-
ilar to those of the ROLT group (Fig. 3B). Total hepatic
TGFB (latent + active) levels were similar in all groups
(data not shown).

Role of BK in the Beneficial Effects of ACE
Inhibitors on Liver /R Injury and Hepatic
Regeneration in ROLT 24 Hours After
Transplantation

Investigations were carried out to determine whether
the beneficial effects of the ACE inhibitor on hepatic
injury were due to the reduction in Ang II generation or
increased BK levels. As expected, ROLT + ACE inhibitor
and ROLT + ACE inhibitor + BK receptor antagonist
increased BK levels in comparison with the ROLT
group, whereas BK levels in the other treatments were
unmodified (Fig. 4). As shown in Fig. 2, ROLT + ACE
inhibitor + BK receptor antagonist resulted in hepatic
injury parameters that were similar to those of the
ROLT + ACE inhibitor group. Moreover, the histological
study of the liver in the ROLT group revealed multifocal
areas of coagulative necrosis randomly distributed
throughout the hepatic parenchyma (Fig. 5A). In con-

Figure 2. Angiotensin II and
BK in hepatic injury associated
with ROLT 24 hours after trans-
plantation. (A) Transaminases
(ALT and AST) and (B) grade 3
necrosis were analyzed in
plasma and livers, respectively,
from the experimental groups
shown in the graph (n = 12 for
each group, 6 transplants). All
s subjects of all groups were in-
cluded in each measurement.
*P < 0.05 versus sham; * P <
0.05 versus ROLT; °P < 0.05
versus ROLT + ACE inhibitor.
Abbreviations: ACE, angiotensin
converting enzyme; ALT, ala-
nine aminotransferase; AST, as-
partate aminotransferase; AT1R,
angiotensin II type I receptor;
AT2R, angiotensin II type II re-
ceptor; BK, bradykinin; ROLT,
reduced-size orthotopic liver
transplantation.
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trast, fewer and smaller areas of hepatocyte necrosis
were observed in the ROLT + ACE inhibitor and ROLT +
ACE inhibitor + BK receptor antagonist groups (Fig.
5B,C, respectively). However, ROLT + ACE inhibitor +
BK receptor antagonist increased the proliferation in-
dex (Fig. 3) and the number of PCNA-positive hepato-
cytes (Figs. 5E,F) in comparison with the ROLT + ACE
inhibitor group. This was associated with increased
HGF levels and reduced TGFpB levels (Fig. 3). These
results indicate that BK does not play a role in hepatic
injury but is involved in liver regeneration. Moreover,
ROLT + BK receptor antagonist resulted in parameters
of hepatic injury that were similar to those of the ROLT
group (Fig. 2) but improved liver regeneration. In other
words, ROLT + BK receptor antagonist increased the
PCNA index and HGF levels and reduced TGF levels in
comparison with the ROLT group (Fig. 3). Finally, as we
have previously shown, Ang II receptor antagonists im-
proved only hepatic injury, but ROLT + AT1R antago-
nist + AT2R antagonist + BK receptor antagonist re-
sulted in both a reduction of hepatic injury and an
improvement of liver regeneration (Figs. 2 and 3).

DISCUSSION

Ang 1II is believed to be involved in the pathogenesis of
end-organ damage, including stroke, renal disease, and
myocardial infarction, in both clinical and experimental
situations.?®26 Studies of the heart have indicated that
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s PO A-positive Hepatocytes p

Sham
ROLT

Figure 3. Angiotensin II and
BK in hepatic regeneration in
ROLT 24 hours after transplan-
tation. (A) The percentage of
PCNA-positive hepatocytes and
(B) HGF and active TGF( levels
were analyzed in livers from the
experimental groups shown in
the graph (n = 12 for each
group, 6 transplants). All sub-
jects in all groups were included
in each measurement. *P < 0.05
versus sham; * P < 0.05 versus
ROLT; °P < 0.05 versus ROLT + =
ACE inhibitor. Abbreviations: | |
ACE, angiotensin converting en-
zyme; AT 1R, angiotensin II type
Ireceptor; AT2R, angiotensin II
type II receptor; BK, bradyki-
nin; HGF, hepatocyte growth
factor; PCNA, proliferating cell
nuclear antigen; ROLT, reduced-
size orthotopic liver transplanta-
tion; TGFf, transforming growth
factor .
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ATIR and AT2R generate opposite effects,?” but this
does not appear to occur in the liver. In fact, the bene-
ficial effects of AT1R and AT2R on hepatic I/R injury
have been reported in models of warm I/R and liver
transplantation of non-reduced-size grafts.'>'* Here
we show Ang II generation in ROLT, which was associ-
ated with increased angiotensinogen and ACE mRNA
expression. In addition, our results indicated that the
use of Ang Il blockers, such as AT1R antagonists, AT2R
antagonists, and ACE inhibitors, could be a promising
strategy for reducing hepatic injury associated with
ROLT. The current study strongly suggests that Ang II
blockers reduce hepatic injury. Further studies will be
required to elucidate the mechanisms by which Ang II
blockers improve hepatic injury after ROLT. One of the
mechanisms through which Ang II blockers diminish
hepatic injury after ROLT may be alteration of the he-
patic microcirculation. Indeed, we know from the liter-
ature that the inhibition of AT1R improves hepatic mi-
crocirculation in a model of warm I/R in dogs.'?
Moreover, in a model of human hypertension, Ang II
blockers ameliorated cardiac microcirculation.?®
Different results have been reported for the effect of
PC on Ang I1.19-29731 Some studies of the heart indicate
that PC inhibits the biological actions of Ang II,%°
whereas others studies show that Ang II contributes to
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the benefits of PC.%°3! A recent study by our group
indicated a differential effect of PC on Ang II in an
experimental model of warm ischemia, depending on
the liver type: PC reduced Ang II generation in steatotic
livers but not in nonsteatotic ones.'® Previous studies
by our group demonstrated that PC exerted beneficial
effects on I/R injury and liver regeneration in ROLT.”
Our results in the present study indicated that PC did
not modify the expression of enzymes or precursors
capable of generating Ang II. However, the lack of
changes of expression of the RAS components does not
rule out posttranscriptional regulation. However, what
we have seen in the present study is that the beneficial
effects of PC are not due to differences in Ang II gener-
ation.

The beneficial effects of ACE inhibitors on liver regen-
eration after partial hepatectomy have been described
previously.'®'¢ Studies have reported that ACE inhib-
itors increase renal HGF mRNA and cardiac HGF con-
centrations in experimentally hypertensive rats®? and
that Ang II down-regulates HGF production in mesan-
gial cells in a cultured model.?® HGF and TGFp are the
most common markers of liver regeneration used in
models of rat liver regeneration.'® HGF is the most
potent of liver mitogens.®* On the other hand, TGFB
inhibits hepatocellular DNA synthesis both in cul-
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Figure 4. BK levels in ROLT 24 hours after transplantation.
BK levels were analyzed in livers from the experimental groups
shown in the graph (n = 12 for each group, 6 transplants). All
subjects in all groups were included in each measurement.
*P < 0.05 versus sham; * P < 0.05 versus ROLT; °P < 0.05
versus ROLT + ACE inhibitor. Abbreviations: ACE, angioten-
sin converting enzyme; AT1R, angiotensin II type I receptor;
AT2R, angiotensin II type II receptor; BK, bradykinin; ROLT,
reduced-size orthotopic liver transplantation.

ture®?-26 and in vivo.?” It has been suggested that TGFB
may be the principal counter regulator of hepatocyte
proliferation during regeneration.®® Our results indi-
cated that neither ACE inhibitors nor other Ang II
blockers were capable of inducing hepatic regeneration
in ROLT; ACE inhibitors did not modify either the PCNA
or growth factor (HGF and TGFp) results observed in
the ROLT group without any treatment.

Here we have shown that BK does not play a role in
hepatic injury associated with ROLT because ROLT +
BK receptor antagonist did not reduce hepatic injury. It
did, however, improve liver regeneration in comparison
with the results recorded for the ROLT group. This
improvement correlates with the increase in PCNA-pos-
itive hepatocytes, the increase in HGF levels, and the
decrease in TGF levels observed in this group in com-
parison with the ROLT group without any treatment.
On the other hand, all Ang II blockers had beneficial
effects on hepatic injury but not on liver regeneration.
ROLT + ACE inhibitor, ROLT + ATI1R antagonist, and
ROLT + AT2R antagonist all reduced the biochemical
and histological parameters of hepatic injury but did
not affect the hepatic regeneration parameters. Thus,
the concomitant inhibition of BK and Ang II action
could help to reduce hepatic injury and promote liver
regeneration in ROLT because our results indicated
that the combination of Ang II blockers and BK receptor
antagonists had beneficial effects on both. In terms of
good clinical outcomes, treatment with either Ang II
blockers or BK2 receptors antagonists alone cannot

Figure 5. Histological analysis of the liver. (A-C) Histological
lesions and (D-F) immunocytochemical staining of proliferat-
ing cell nuclear antigen-positive hepatocytes. (A) ROLT: ex-
tensive and multifocal areas of coagulative necrosis of hepa-
tocytes with hemorrhage and neutrophil infiltration. (B)
ROLT + ACE inhibitor and (C) ROLT + ACE inhibitor + BK
receptor antagonist: focal and small areas of hepatocyte ne-
crosis with neutrophil infiltration [hematoxylin and eosin;
original magnification, X240 (original magnification, X720,
for the inset in part A)]. (D) ROLT and (E) ROLT + ACE inhib-
itor: lower positive cell number versus (F) ROLT + ACE inhib-
itor + BK receptor antagonist (original magnification, X500).
Abbreviations: ACE, angiotensin converting enzyme; BK, brady-
kinin; ROLT, reduced-size orthotopic liver transplantation.

sufficiently improve the outcome of reduced-size liver
transplantation because although Ang II blockers can
reduce hepatic I/R injury and BK receptor antagonists
can promote liver regeneration, neither one does both
at the same time. Consequently, it may be of clinical
interest to administer both the Ang II blockers and the
BK receptor antagonists together.

ACE inhibitors are widely used in clinical prac-
tice.®9-*° However, hepatotoxicity and cholestatic liver
diseases have been reported under ACE inhibition.*!-*2
Taking these observations into account, along with the
fact that AT1R antagonists and AT2R antagonists were
as effective as ACE inhibitors in terms of hepatic injury,
we propose that the most suitable strategy to be applied
in ROLT to reduce hepatic injury and increase liver
regeneration is the combination of Ang II receptor an-
tagonists together with BK receptor antagonists.
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We studied the contribution of matrix metallopro-
teinase 2 (MMP2) and matrix metalloproteinase 9
(MMP9) to the beneficial effects of preconditioning (PC)
in reduced-size orthotopic liver transplantation (ROLT).
We also examined the role of c-Jun N-terminal kinase
(JNK) and whether it regulates MMP2 in these condi-
tions. Animals were subjected to ROLT with or without
PC and pharmacological modulation, and liver tissue
samples were then analyzed. We found that MIMIP2,
but notMMP?9, is involved in the beneficial effects of PC
in ROLT. MMP2 reduced hepatic injury and enhanced
liver regeneration. Moreover, inhibition of MMP2 in PC
reduced animal survival after transplantation. JNK in-
hibition in the PC group decreased hepatic injury and
enhanced liver regeneration. Furthermore, JNK upreg-
ulated MMP2 in PC. In addition, we showed that Tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases 2 (TIMP2) was
also upregulated in PC and that JNK modulation also
altered its levels in ROLT and PC. Our results open up
new possibilities for therapeutic treatments to reduce
I/R injury and increase liver regeneration after ROLT,
which are the main limitations in living-donor trans-
plantation.

Key words: Ischemic preconditioning, liver transplan-
tation, liver regeneration, matrix metalloproteinase,
MAP kinase, TIMP
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Introduction

Shortage of donor organs hinders the widespread applica-
tion of liver transplantation in patients with end-stage liver
disease (1-3), although living-related liver transplantation
has attenuated this deficit (1,4,5). The main limitation of
this approach is graft size disparity, since reduced-size liver
grafts must regenerate rapidly to ensure normal function
and patient survival (6-8). In addition, ischemia-reperfusion
(I/R), which is inevitable in liver transplantation, reduces
liver regeneration after hepatectomy (9,10). Little is known
about the mechanisms underlying the dysfunction and fail-
ure of reduced-size liver grafts (11).

Matrix metalloproteinases (MMP) constitute a family of
zinc-dependent enzymes with more than 25 members.
Several studies reported the role of MMPs in different
physiological and pathological conditions in regards to their
ability to hydrolyze extracellular matrix (ECM) proteins.
However, new functions of MMPs have been discovered
as a result of their proteolytic action on non-ECM proteins
(12). Here we focus on MMP-2 and MMP-9, which are
members of the gelatinase class in the MMP family (12).
Previous studies implicated MMP2 and MMP9 in the ef-
fects of liver transplantation in humans (13,14). Several
studies in rat showed an increase in MMP2 and MMP9
expression and activity in models of experimental hepatic
I/R (15-18). Furthermore, Shirahane et al. reported that an
MMP inhibitor decreased liver injury after I/R (19). Studies
in models of liver regeneration in rat have shown activation
of MMPs after hepatectomy (20,21). Moreover, a study on
human liver regeneration by Fuke et al. implicated MMPs
in liver regeneration after hepatectomy (22).

Ischemic preconditioning (PC), a short period of ischemia
followed by a brief period of reperfusion before a sus-
tained ischemic insult, improves hepatic regeneration and
reduces liver injury in experimental models of reduced-
size liver transplantation (23,24). Only two studies, in brain
and heart, implicate MMPs in the beneficial effects of PC
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(25,26). However, the role of MMPs in PC in the liver is
unknown. We hypothesize that MMPs participate in PC in
ROLT.

c-Jun N-terminal kinase (UJNK) is a stress-activated protein
kinase of the MAPK family (27). It is rapidly activated in
response to physical stresses such as hypoxia, ultraviolet
radiation and changes in pH, as well as inflammatory medi-
ators and pathogen-derived antigens (28). JNK-dependent
phosphorylation of the transcription factor c-Jun/AP-1 pro-
motes de novo gene expression (29). JNK is activated after
liver transplantation in the rat (29-35). Moreover, JNK is in-
duced during liver regeneration (36-39). Specifically, Zhong
et al. report defective liver regeneration after ROLT, associ-
ated with JNK inhibition (39). Furthermore, JNK is involved
in the regulation of MMPs in cell culture (40,41).

Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs) are
one of the major regulators of MMP activity. TIMPs are a
family of four distinct proteins (TIMP-1, 2, 3 and 4). They
are specific endogenous inhibitors of MMP activity char
acterized by their very high affinity binding to MMPs (42).
TIMP2 specifically inhibits MT1-MMP (43) and has a dual
action on MMP2. A small amount of TIMP2 mediates MT1-
MMP-induced proteolytic activation of MMP2 (44), while
higher concentrations inhibit MMP2 activity (45). In a study
of liver transplantation, TIMP2 levels in plasma significantly
decreased after orthotopic liver transplantation (13). In ad-
dition, TIMP2 was upregulated in the recovery phase after
I/R when tissue regeneration takes place (16). However,
no study on ROLT has examined the role of this protein to
date.

Finally, Urokinase plasminogen activator (uPA) is a glyco-
protein responsible for the conversion of plasminogen to
plasmin (46). Plasmin plays an important role in the activa-
tion of different MMPs and TGF-B (47). In addition, previous
studies showed that uPA can activate hepatocyte growth
factor (HGF) (48,49). Recent reports showed that uPA ac-
tivity increases within 1-5 min after partial hepatectomy in
rats (48,50).

Here we examined: (a) the role of MMP2 and MMP9 in the
beneficial effects of PC in ROLT; (b) the role of JNK in the
beneficial effects of PC in ROLT; (c) whether MMP2 is regu-
lated by JNK in our conditions; and (d) whether TIMP2 and
uPA are also involved in the beneficial effects of PC after
ROLT. If PC was understood at the molecular level, it might
be possible to develop new pharmacological treatments to
improve the clinical outcome of ROLT.

Material and Methods

Experimental animals
Male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were used as donors and recipients.
All animals were anesthetized with isofluorane. Research procedures com-

2

plied with European Union regulations for animal experiments (EU guideline
86/609/EEC).

Experimental design
Protocol 1. Role of MMPs in the benefits of PC in hepatic I/R injury and liver
regeneration in ROLT.

(1) Sham (n = 6): silk ligatures in the right suprarenal vein, and hepatic
artery.
(2) Reduced-size orthotopic liver transplantation (ROLT) (n = 6): liver was
reduced by removing the left lateral lobe and the two caudate lobes
and preserved with cold University of Wisconsin (UW) solution for 1h.
ROLT was performed according to Kamada's cuff technique without
arterialization (23). The anhepatic phase duration was of 16-20 min.
Animals were killed after 24 h of reperfusion for sample collection.
Ischemic PC (n = 6): To induce PC, the hepatic inflow to the median and
left lobes was occluded with microvascular clamps for 10 min, followed
by a reflow for 10 min. Livers then underwent ROLT, as described in
group 2 (23).
PC+MMP2 Inhibitor (n = 6): Like group 3 but with MMP2 Inhibitor |
(Calbiochem, Germany) administered (2 ug/kg i. v.) to the donor 25 min
before excision and to the recipient just after transplant (51).

(3

(4

Protocol 2. Role of JNK in the upregulation of MMPZ2 in the mechanisms of
PC in ROLT.

(5) PC+ JNK Inhibitor (n = 6): Like group 3 but with JNK Inhibitor, SP600125
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), administered (6 mg/kg s. c.) to the donor
1 h before transplantation and to the recipient just after transplantation
(52).

ROLT+ JNK Activator (n = 6): Like group 2 but with JNK Activator,
Anisomycin (Sigma-Aldrich), administered (0.1 mg/kg i. p.) to the donor
24 h before transplantation and to the recipient just after transplantation
(52).

ROLT + NO (n = 6): like group 2 but with spermine NONOate (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI), administered (10 mg/kg i. v.) 5 min before the
livers were flushed with UW solution (23).

PC+ NAME (n = 6): Like group 3 but with a NO synthesis inhibitor,
No-nitro-L-arginine methy! ester (NAME) (Sigma Chemical, St. Louis,
MO), administered 10 mM when the liver grafts were recovered, and
20 mg/kg i. v. just after reperfusion (23).

(6

(7

(8

Sample collection and processing

All samples were collected 24 h after completion of the surgical procedure.
Samples for biochemical and molecular biology testing were frozen with dry
ice and samples for histological studies were immersed in paraformalde-
hyde.

Biochemical determinations

Transaminase assay. Hepatic injury was evaluated by measurement of
transaminase in plasma using a commercial kit from Boehringer Manheim
(Munich, Germany) (23,24).

Assay for HGF. Hepatic HGF levels were measured by the enzyme-linked
immunosorbent technique (B-Bridge International, Inc., Mountain View, CA)
(23).

Assay for TGFB. Hepatic total and active TGFp levels were measured as
previously described with a commercial kit from BLKine (BLK Diagnostics,
Barcelona, Espana) (23,24).

Zymography

Frozen tissue samples were homogenized with lysis buffer and centrifuged
as described elsewhere (53). Supernatants were used for extraction of

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1-11
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gelatinolytic activity with gelatin sepharose (Gelatin-Sepharose 4B, Amer
sham Biosciences, Uppsala, Sweden), as described elsewhere (53). Ex-
tracted liver samples were used to perform gelatin zymography using gelati-
nase zymography standards (Chemicon, Billerica, MA), as described else-
where (16,53).

Western blotting of MMP2, TIMP2, uPA and f-actin Realized as pre-
viously described (52) using the following antibodies: MMP2 (Chemicon),
TIMP2 (Abcam, UK), uPA (Santa Cruz Technology), and B-Actin(Sigma).

Quantitative real-time PCR for MMP2, MMP9, TIMP2 and uPA
messenger RNA

Quantitative real-time polymerase chain reaction analysis was performed
using premade Assays-on-Demand TagMan probes (Rn02532334_s1
for MMP2, Rn00579162_m1 for MMP9, Rn00573232_m1 for TIMP2,
Rn00695755_m1 for uPA, and Rn00667869_ml for B-actin)(Applied Biosys-
tems). The TagMan gene expression assay was performed according to the
manufacturer’s protocol (Applied Biosystems).

Histology and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) labeling
index

To quantify the severity of hepatic injury, hematoxylin and eosin-stained sec-
tions were evaluated by a point-counting method on an ordinal scale (23).

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1-11
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Comparative and relative quantifications of
MMP2 gene products normalized to B-Actin
and control Sham group were calculated
by the 2722CT method. *p < 0.05 versus
Sham; *p < 0.05 versus ROLT; °p < 0.05
versus PC.
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Hepatic proliferation was assessed in liver biopsies by immunohistochem-
istry as previously described (23). Data are expressed as the percentage of
mitotic hepatocytes and PCNA-stained hepatocytes (brown nuclei) per total
number of hepatocytes in 30 high-power fields. Hepatocytes with brown-
stained nuclei are PCNA-positive, and those with blue-stained nuclei are
PCNA-negative.

Statistics

Data are expressed as mean =+ standard error. Statistical comparison was
performed by variance analysis, followed by the Student-Newman-Keuls
test. p < 0.05 was considered significant.

Results

MMPs in the benefits of PC in ROLT

PC increased MMP2 protein activity when compared
to the ROLT group (Figure 1A). Sham and ROLT group
showed similar activity levels of MMP2 (Figure 1A).
Moreover, MMP2 protein levels and mRNA expression
was higher in the PC group than in the ROLT group
(Figure 1B). However, in this case, MMP2 protein levels
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Figure 2: Matrix metalloproteinase 9 in the benefits of PC
in ROLT. MMP9 protein activity levels (A) and MMP9 mRNA ex-
pression levels (B) were measured in liver from the experimental
groups shown in the graph (n = 6 for each group). (A) Zymograms
with the use of gelatin as a substrate were performed with the
use of the liver tissue 24 h after transplantation of all experimental
groups in the graph Gelatinase A and B serve as standards. (B)
PCR fluorescent signals for MMP9 were standardized to PCR fluo-
rescent signals obtained from an endogenous reference (B-Actin).
Comparative and relative quantifications of MMP9 gene products
normalized to B-Actin and control Sham group were calculated by
the 272ACT method. *p < 0.05 versus Sham; TP < 0.05 versus
ROLT; °p < 0.05 versus PC.

and mRNA expression in the ROLT group was lower than
in the Sham group (Figure 1B). All groups showed similar
activity levels of MMP-9 protein (Figure 2A). In contrast,
MMP9 mRNA expression was higher in the ROLT and PC
groups than in the Sham group (Figure 2B).
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Figure 3: MMP2 and JNK in hepatic injury associated with
ROLT 24 h after transplant. Transaminase (A) and grade 3 of
necrosis (B) were analyzed in plasma and liver, respectively, from
the experimental groups shown in the graph (n = 6 for each group).
*p < 0.05 versus Sham; *p < 0.05 versus ROLT; °p < 0.05 versus
PC.

The use of an MMP2 inhibitor increased liver injury in PC
(PC+ MMP2 inhibitor group) when compared to the PC
group. As shown in Figure 3, PC+ MMP2 inhibitor resulted
in ALT levels (Figure 3A) and grade 3 necrosis (Figure 3B)
similar to those of the ROLT group. This can also be ob-
served in Figure 4, as revealed by histological analysis.

MMP2 inhibitor reduced liver regeneration when adminis-
tered to the PC group. As shown in Figures 4 and 5, PC+
MMP2 inhibitor reduced PCNA proliferation index levels
when compared to the PC group (Figures 4 and 5A). It is
well known that hepatocyte proliferation is controlled by
both growth-promoting and growth-inhibiting factors, such

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1-11
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Figure 4: Histological analysis of the liver. Histological lesions (A-D) and immunocytochemical staining of PCNA-positive hepatocytes
(E-H). (A) ROLT; (C) PC+ MMP2 inhibitor; (D) PC+ JNK inhibitor: extensive and multifocal areas of coagulative necrosis of hepatocytes
with hemorrhage and neutrophil infiltration; (B) PC: focal and small areas of hepatocyte necrosis with neutrophil infiltration. (E) ROLT;
(G) PC +MMP2 inhibitor; (H) PC+ JNK inhibitor: lower positive cells number than (F) PC. (For hematoxylin and eosin staining: Original
magnification x 240, for PCNA staining: Original magnification x 500).

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1-11 5
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Figure 5: MMP2 and JNK in hepatic regeneration in ROLT 24 h
after transplant. PCNA (%) positive hepatocytes (A) and HGF and
active TGFp levels (B) were analyzed in livers from the experimen-
tal groups shown in the graph (n = 6 for each group). *p < 0.05
versus Sham; Tp < 0.05 versus ROLT: °p < 0.05 versus PC.
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Figure 6: Survival of recipients at 2 days after transplantation.
Recipients that underwent ROLT (M), recipients that underwent
PC prior to ROLT (a), recipients received an MMP2 inhibitor dose
before PC and ROLT (e), recipients that received an JNK activator
prior to ROLT (A), and recipients that received an JNK inhibitor
prior PC and ROLT ().

as the HGF and transforming growth factor (TGFB), re-
spectively (54,55). Similar to PCNA, PC+ MMP2 inhibitor
resulted in HGF levels and TGFp levels (Figure 5B) similar
to those of the ROLT group. Total hepatic TGFB (latent +
active) levels were similar in all groups (data not shown). In
addition, the percentage of survival in the PC+ MMP2 in-
hibitor group 24 h after transplantation was approximately
15% (Figure 6). On the other hand, the percentages of
survival of the ROLT and PC group at the same time point
were 60% and 80%, respectively (Figure 6).

Regulation of MMPZ2 in PC after ROLT

Role of JNK in the upregulation of MMP2 in PC af-
ter ROLT ROLT group showed higher JNK levels than the
Sham group (Figure 7). In addition, PC group had higher

JNK protein levels
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Figure 7: JNK levels in ROLT 24 h after transplant. JNK levels
were analyzed in livers from the experimental groups shown in the
graph (n = 6 for each group). *p < 0.05 versus Sham; *p < 0.05
versus ROLT, °p < 0.05 versus PC.
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JNK levels than the ROLT group (Figure 7). Considering
previous studies that reported JNK to be involved in the
regulation of MMPs in cell culture (40,41), investigations
were carried out to determine if this was the case for our
model. As shown in Figure 1A, ROLT+JNK activator group
showed similar MMP?2 activity levels to the PC group. Also,
PC+JNK inhibitor gave similar MMP2 activity levels to
the ROLT group (Figure 1A). Equivalently, MMP2 protein
and mMRNA expression levels showed the same pattern
(Figure 1B). As to hepatic injury, ROLT+JNK activator
group showed ALT levels (Figure 3A) and grade 3 necrosis
(Figure 3B) similar to the PC group, while PC+JNK inhibitor
group showed ALT levels (Figure 3A) and grade 3 necro-
sis (Figure 3B) similar to those of the ROLT group. This
can also be observed in Figure 4 by histological analy-
sis. Liver regeneration studies revealed that ROLT+JNK
activator group and PC group had similar levels of hep-
atic regeneration, as indicated by the PCNA proliferation
index (Figure 5A), and HGF and TGFp (Figure 5B) levels.
PC+JNK inhibitor group showed similar liver regeneration
levels to those of the ROLT group, as illustrated by the
experiments described above (Figures 4 and 5). JNK levels
were also measured for ROLT+ JNK activator and PC+
JNK inhibitor to check that they respectively activated and
inhibited JNK. PC+ JNK inhibitor resulted in reduced JNK
levels when compared to the PC group and ROLT+ JNK
activator resulted in JNK levels similar to those of the PC
group (Figure 7). Survival of animals in groups ROLT+ JNK
activator and PC+ JNK inhibitor gave similar percentage to
those of the PC and ROLT groups, respectively (Figure 6).

Role of TIMP2 and uPA in the upregulation of MMP2
in PC after ROLT ROLT reduced TIMP2 levels when com-
pared to the Sham group but PC increased its levels when
compared to the ROLT group (Figure 8A). In addition, PC+
MMP2 inhibitor showed TIMP2 protein and mRNA levels
similar to those of the ROLT group (Figure 8A). Moreover,
ROLT+ JNK activator showed similar TIMP2 protein and
mRNA levels to those of the PC group (Figure 8A). Also,
PC+ JNK inhibitor resulted in similar TIMP2 protein and
mMRNA levels to those of the ROLT group (Figure 8A). Re-
garding uPA, all groups showed similar active uPA protein
and uPA mRNA expression levels (Figure 8B).

Discussion

MMPs are involved in the I/R process. Several experimen-
tal studies of I/R in the rat have reported that MMPs are
upregulated after I/R (15-17,19). In particular, Shirahane
et al. demonstrated that MMP inhibition reduced hepatic
injury after ischemia-reperfusion (19). MMPs participate in
liver regeneration by remodeling the ECM (21). Moreover,
Kim et al. showed MMPs were activated after hepatec-
tomy in the rat (21). However, there are no data on the
role of MMPs in situations that require both I/R and liver
regeneration, such as ROLT. Nor are data available on the
role of MMPs in the beneficial effects of PC in ROLT. In
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this study, we show for the first time that the benefits of
PC in ROLT are partly due to an increase in MMP2 lev-
els. In our conditions, PC resulted in MMP2 mRNA and
protein activity upregulation. MMP2 mRNA expression in
the ROLT group was much lower than in the Sham group.
However, when PC was applied prior to ROLT (PC group),
MMP2 mRNA expression was restored to the Sham lev-
els. In our model ROLT repressed MMP2 expression, but
PC reversed this repression and restored MMP2 mRNA
expression to the Sham level. Hence, MMP2 protein can
again be synthesized at the normal rate. The same effect
was observed in the modulated groups (ROLT+ JNK ac-
tivator and PC+ JNK inhibitor). Previous studies reported
that MMP2 is expressed latently in control livers (16,56),
Taking this into account and the fact that ROLT downregu-
lates MMP?2 to lower levels than those of the Sham group,
it is not surprising that the liver undergoes severe injury in
ROLT. Furthermore, inhibition of MMP2 in preconditioned
livers entailed a reduction of the benefits of PC in ROLT to
the extent that survival of the animals administered with
MMP2 inhibitor was dramatically reduced. That is to say,
there was a 65% reduction in the survival rate of these ani-
mals. Animals from the group in which inhibition of MMP2
was performed prior to PC (PC+ MMP2 inhibitor) showed
a significant reduction in liver regeneration and a significant
increase in hepatic injury. In contrast to MMP2, MMP9 pro-
duced no significant changes in any group, except for the
Sham group, which showed significantly lower mRNA ex-
pression levels. Itis clear that ROLT can upregulate MMP9
expression when compared to the Sham group but PC had
no effect on it. As the objectives of this study were the
mechanisms of PC, we did not examine this effect, but it
could be the object of future studies. Even though previous
studies showed that MMP9 has an active role in liver trans-
plantation (13), this protein does not seem to be relevant
in our model. This discrepancy may be due to differences
between experimental models, namely the presence or
absence of liver regeneration.

In addition, it is widely known that MMPs are able to de-
grade the ECM (12). On the other hand, previous studies
have shown MMPs to be able to directly process TGFpB
(12,57) and to release HGF from the ECM (58). On the basis
of these actions, we believe that MMP2 may be one of the
final effectors of PC. In other words, we think that MMP2
may be involved in the disruption of the ECM, which is an
essential phase prior to regeneration. Also, MMP2 could
interact with, and thus modulate growth factors like TGFj,
which are known to be the main regulators of liver regener
ation (59). Finally, we believe that the protective effects of
MMP2 on the liver after ROLT are basically a consequence
of MMP2 action on liver regeneration. In cases when the
liver is too small as in the Small-forSize Syndrome (60),
or when the liver is unable to regenerate properly, as in
our study, the organ does not grow large enough to fulfil
its function (61). In this case, transaminase levels are in-
creased, reflecting a severe liver injury (62-64) as is the
case in our study.
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Nonetheless, we cannot rule out the possibility that MMP2
may also be able to modulate a pathway that may directly
decrease liver injury.

We believe that the discrepancy between our results on
the role of MMP2 in liver transplantation and the results
from other studies (13,16) is mainly due to the fact that our
model involves liver regeneration. We believe that MMP2
is essential for the liver to regenerate, so when this protein
is inhibited the liver fails to regenerate and liver injury is
increased as a consequence.

Conflicting results have been reported on the role of JNKin
models of hepatic I/R and liver regeneration. Several stud-
ies implicate JNK in graft injury after liver transplantation
(29-31). In addition, Lee et al. showed that inhibition of

8

JNK'in an experimental model of I/R increased hepatic in-
jury (65). In our hands, PC increased JNK levels, which was
associated with decreased hepatic injury in the ROLT+
JNK activator group. The opposite effect was observed in
the PC+ JNK inhibitor group. These data implicate JNK
in the beneficial effects of PC in ROLT. Furthermore, our
data obtained by gelatin zymography showed that modula-
tion of JNK affected MMP2 activity levels, which is consis-
tent with other studies that reported JNK regulates MMPs
(40,41). We conclude that, in our model, PC induces JNK
activation, which correlates with an increase in MMP2.

Regarding MMP2 regulation, it is known that TIMP2 plays
a role in MMP2 activation (44,66). When TIMP2 is present
at very high levels this acts as an MMP2 inhibitor (45). Our
results show that in our model of ROLT, TIMP2 promotes

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1-11
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Figure 9: Diagram of suggested mechanisms by which pre-
conditioning modulates hepatic injury and liver regeneration
in ROLT 24 h after transplantation.

MMP2 activation as seen by the parallel pattern between
both proteins. Moreover, JNK also plays a role in the up-
regulation of TIMP2, as seen by our results of modulation
of JNK.

Additionally, we also investigated the role of uPA in our
model of ROLT. Our results showed no implication of uPA
in the protective effects of PC or in hepatic I/R injury af-
ter ROLT in our model of study at 24 h. Nonetheless, we
cannot rule out the possibility that this protein could be
upregulated earlier in time and then down regulated back
to its basal levels before the time point of 24 h at which
we collected the samples. This would be consistent with
previous studies that showed uPA to increase its activity
within 1 to 5 min after partial hepatectomy in rats (48,50).

All of these data indicate that in our model of ROLT,
PC activates JNK synthesis and thus MMP2 and TIMP2
(Figure 9). This may be one of the mechanisms by which
PC reduces hepatic injury and increases liver regeneration
after ROLT. Consequently, treatments aimed to induce JNK
or MMP2 could improve the clinical outcome of ROLT, by
reducing the percentage of primary liver failure after liver
transplantation.

In conclusion, here we have shown that MMP2 plays a
major role in the benefits of PC in ROLT, as the inhibition
of this protein dramatically reduces animal survival. More-
over, we have also shown that MMP2 is upregulated by
JNK. We have identified a part of one of the pathways that
may be involved in the mechanisms of PC, which reduces
hepatic injury and improves liver regeneration after ROLT.
The results of the present study open new possibilities for
therapeutic treatments to reduce I/R injury and increase
liver regeneration after ROLT, which are the main limita-
tions in living-donor transplantation.
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