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“Viure és provar-ho infinites vegades” 
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ACEACEACEACE            Enzim convertidor de l’angiotensinogen 

ALTALTALTALT   Alanina-aminotransferasa 

AMPAMPAMPAMP   Adenosina monofosfat 

AMPKAMPKAMPKAMPK  Proteïna cinasa dependent d’AMP 

Ang IIAng IIAng IIAng II            Angiotensina II 

APAPAPAP----1111            Proteïna activadora 1 

ASASASASTTTT   Aspartat-aminotransferasa 

ATATATAT1111   Receptor de l’Angiotensina 1 

ATATATAT2222   Receptor de l’Angiotensina 2 

ATPATPATPATP   Adenosina trifosfat 

BKBKBKBK            Bradicinina    

DAGDAGDAGDAG            Diacil glicerol 

DNADNADNADNA            Àcid desoxiribonucleic 

DPDPDPDPEEEE   Disfunció primària de l’empelt 

ECMECMECMECM            Matriu extracel·lular    

eeeeNOSNOSNOSNOS   Òxid nítric sintasa endotelial 

ERKERKERKERK            Cinasa regulada per senyals extracel·lulars 

ETETETET   Endotelina 

FPFPFPFPEEEE   Fallada primària de l’empelt 

HBHBHBHB----EGFEGFEGFEGF Factor de creixement epidermal amb capacitat d’unió a 

l’heparina 

HESHESHESHES   Hidroxyethil starch 

HGFHGFHGFHGF   Factor de creixement hepatocitari 

HSPHSPHSPHSP   Proteïnes del xoc tèrmic 

ICAMICAMICAMICAM----1111        Molècula de adhesió intercel·lular 1 

IGFIGFIGFIGF            Factor de creixement insulínic 

ILILILIL----1111   Interleucina-1 

ILILILIL----6666   Interleucina-6 

iiiiNOSNOSNOSNOS   Òxid nítric sintasa induïble 

I/RI/RI/RI/R   Isquèmia-Reperfusió 

JNKJNKJNKJNK            c-Jun N-terminal cinasa 

LAPLAPLAPLAP   Pèptid associat a la latència 

LDHLDHLDHLDH            Lactat deshidrogenasa 
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MAPKMAPKMAPKMAPK        Proteïnes cinasa activades per mitògens    

MMPMMPMMPMMP            Metal·loproteïnases de matriu 

MT1MT1MT1MT1----MMPMMPMMPMMP        MMP de membrana 

NADHNADHNADHNADH            NAD deshidrogenasa 

NAMENAMENAMENAME     Nω-nitro-L-Arginine-methyl-ester 

NFNFNFNF----κκκκBBBB  Factor neuronal κB 

nnnnNOSNOSNOSNOS   Òxid nítric sintasa neuronal 

NONONONO            Òxid nítric 

NOSNOSNOSNOS   Òxid nítric sintasa 

PCPCPCPC   Precondicionament isquèmic 

PCNAPCNAPCNAPCNA   Antigen nuclear de proliferació cel·lular 

PKCPKCPKCPKC            Proteïna cinasa C 

mRNAmRNAmRNAmRNA        Àcid ribonucleic missatger 

RASRASRASRAS            Sistema Renina-Angiotensina 

RRRROLTOLTOLTOLT   Trasplantament de fetge amb empelt de mida reduïda 

RRRROSOSOSOS   Radicals lliures d’oxigen 

SSSSAPKAPKAPKAPK            Proteïnes cinasa activades per estrès    

SODSODSODSOD   Superòxid dismutasa 

STAT3STAT3STAT3STAT3    Factor de transducció de senyal i activador de la 

transcripció 3 

TIMPTIMPTIMPTIMP    Inhibidors de teixit de les metal·loproteïnases 

TNFTNFTNFTNF----αααα  Factor de necrosi tumoral-α 

TGFTGFTGFTGF----ββββ   Factor de creixement transformant-β 

uPAuPAuPAuPA   Activador del plasminogen de tipus urocinasa 

UWUWUWUW   Solució de la Universitat de Wisconsin 

XDHXDHXDHXDH   Xantina deshidrogenasa 

XODXODXODXOD   Xantina oxidasa 
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1.11.11.11.1 EL FETGEEL FETGEEL FETGEEL FETGE    

    

1.1.11.1.11.1.11.1.1 GENERALITATSGENERALITATSGENERALITATSGENERALITATS    

    

El fetge és una glàndula accessòria de l’aparell gastrointestinal tot i que 

també té múltiples funcions no relacionades amb l’alimentació. És la glàndula 

més 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 hepàtics dret i esquerra surten per 

l’hílum, també anomenat porta hepatis (1-3). 

A més del seu paper en la detoxificació de productes de rebuig del 

metabolisme, també actua regulant el metabolisme energètic en processar 

els nutrients que provenen de la digestió per tal de distribuir-los a la resta de 

teixits. Altres funcions del fetge són: la síntesi i secreció de la bilis, la síntesi de 

proteïnes i lipoproteïnes plasmàtiques i factors de coagulació, la detoxificació 

de fàrmacs i toxines, i, a més, funcions metabòliques com la síntesi de 

glicogen, la gluconeogènesi i també l’emmagatzematge de glicogen i 

algunes vitamines i lípids (1-3). 

 

1.1.21.1.21.1.21.1.2 ESTRUCTURA DEL FETGEESTRUCTURA DEL FETGEESTRUCTURA DEL FETGEESTRUCTURA DEL FETGE    

    

Com la majoria de glàndules exocrines, el fetge està dividit en lòbuls i 

lobels més petits mitjançant una sèrie d’envans de teixit conjuntiu. El seu 

parènquima està constituït per grups de cèl·lules epitelials, els hepatòcits, i 

per un sistema ramificat de conductes. Podem observar un patró repetit 

d’àrees més o menys hexagonals on els cordons d’hepatòcits es disposen 

de forma radial al voltant d’una vena central o post-sinusoïdal (figura 1.1). En 

tres dels angles d’aquestes zones poligonals hi ha una petita àrea triangular 

formada per teixit conjuntiu que conté un conducte biliar, una branca de 

l’artèria i una branca de la vena porta. Aquest complex s’anomena espai 

porta o tríada portal. Les branques laterals d’aquests vasos conflueixen en 

els sinusoides hepàtics, que ocupen els espais que queden entre els 

cordons d’hepatòcits i drenen  cap a la vena central. Per tant, les cèl·lules 

hepàtiques estan exposades a un gran volum de sang que flueix en sentit 

centrípet pels sinusoides. La bilis és secretada de forma contínua cap a una 
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xarxa de canalicles biliars situats a l’interior dels cordons d’hepatòcits, i flueix 

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

 

                       

 

 

 

La unitat estructural i funcional del fetge és l’acin hepàtic que és una 

massa més o menys ovalada de cèl·lules parenquimatoses que envolta cada 

arteriola, vènula i conducte biliar de l’espai porta (figura 1.2). En cada extrem 

de l’acin hi trobem la vena hepàtica terminal o post-sinusoïdal. L’acin es va 

adoptar com l’estructura bàsica del fetge ja que facilita l’explicació del patró 

de degeneració cel·lular que s’observa en les lesions hipòxiques i tòxiques 

del fetge (1-3). L’acin es divideix en 3 zones; la zona 1, la que envolta de 

forma immediata l’arteriola hepàtica i la vènula porta terminal; La zona 2 o 

regió intermèdia; i la zona 3, la formada per les cèl·lules que es situen en la 

proximitat dels extrems de l’acin. La sang circula de manera seqüencial a 

través d’aquestes zones i surt per les branques terminals de la vena hepàtica 

en cada extrem de l’acin (1) (figura 1.2). 

En els cordons de les cèl·lules parenquimatoses hepàtiques hi ha 

diferències tant en la ultraestructura com en l’activitat enzimàtica de les 

cèl·lules de cada zona funcional. En les de la zona 1 predominen els enzims 

implicats en el metabolisme oxidatiu i la gluconeogènesi, mentre que en les 

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



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Introducció 

� 25

de la zona 3 són més nombrosos els enzims implicats en la glucòlisi i en el 

metabolisme dels lípids i substàncies tòxiques. Les cèl·lules de la zona 2 

presenten una dotació enzimàtica de característiques intermèdies. 

Segurament tots els hepatòcits tenen les mateixes capacitats però, en canvi, 

mostren diferències en la ultraestructura i en la funció segons la concentració 

d’oxigen i de soluts que hi ha a la sang de la zona de l’acin en què es troben 

situats (1). 

 

                        

 

 

 

 

 

1.1.31.1.31.1.31.1.3 IRRIGACIÓ SANGUÍNIAIRRIGACIÓ SANGUÍNIAIRRIGACIÓ SANGUÍNIAIRRIGACIÓ SANGUÍNIA    

    

La irrigació del fetge és doble: per una banda rep sang ben oxigenada 

de la circulació general a través de l’artèria hepàtica, 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 

Figura 1.2Figura 1.2Figura 1.2Figura 1.2. Estructura de l’acin hepàtic. Font: 
https://courses.stu.qmul.ac.uk/SMD/kb/microanatomy/senior/metabolism/liver/answers/index.htm 
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porta i que representa un 75% de l’aportament total. La sang surt a través de 

les venes hepàtiques les quals desemboquen en la vena cava inferior. 

A l’introduir-se per l’hílum hepàtic, la vena porta es divideix en venes 

interlobars, que a la vegada es divideixen en venes conductores les quals 

tenen com a característica el fet de tenir una paret més prima que la de 

vasos de diàmetre comparable a d’altres zones del cos. La ramificació 

d’aquests vasos dóna lloc a les venes interlobel·lars , de les que s’originen 

venes encara més petites i amb una paret molt prima. Aquestes venes, 

juntament amb una branca de l’artèria hepàtica i el conducte biliar, són els 

components de les tríades portals o espais porta els quals es disposen de 

manera paral·lela a la vena central. Les branques laterals de les venes dels 

espais porta són les vènules periportals terminals o vènules perilobel·lars que 

es van ramificant a intervals petits donant lloc a les vènules d’entrada que 

desemboquen en els sinusoides. 

Tan bon punt travessa l’hílum hepàtic, l’artèria hepàtica es divideix en 

les artèries interlobars i interlobel·lars. La major part del flux sanguini que 

passa per aquests vasos es divideix cap als capil·lars de l’estroma de teixit 

conjuntiu de l’òrgan, tot i que un volum petit continua cap a les arterioles 

hepàtiques 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 capil·lars al voltant del conducte biliar, el plexe 

periductal, que a la vegada acaben desembocant en els sinusoides hepàtics 

(2, 3). 

La principal funció de la circulació hepàtica es realitza en els 

sinusoides, que formen un plexe tridimensional a l’interior dels lobels de 

manera que representen una superfície enorme per a l’intercanvi de 

metabòlits entre la sang i el parènquima hepàtic. Els sinusoides tenen una 

amplada superior a la dels capil·lars sanguinis. Tot i que la seva paret està 

formada per cèl·lules endotelials, hi ha zones de solució de continuïtat que 

permeten l’accés directe del plasma sanguini als hepatòcits. Cada cèl·lula 

dels cordons hepàtics disposats radialment està 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 hepàtica, 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 hepàtiques, de mida grossa, que surten a través de l’hílum 

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

 

1.1.41.1.41.1.41.1.4 FUNCIÓ HEPÀTICAFUNCIÓ HEPÀTICAFUNCIÓ HEPÀTICAFUNCIÓ HEPÀTICA    

    

El fetge és l’òrgan central d’integració del metabolisme energètic i de 

nutrients. Les cèl·lules hepàtiques constitueixen una gran reserva química 

reactiva amb un metabolisme molt elevat, que processen i sintetitzen un gran 

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

 

1.1.4.1 METABOLISME DELS GLÚCIDS 

    

En el metabolisme dels glúcids, el fetge duu a terme les funcions 

específiques següents: 

� L’emmagatzematge del glicogen 

� La conversió de la galactosa i la fructosa en glucosa 

� La gluconeogènesi 

� La formació de diversos compostos químics importants a partir 

dels productes intermedis del metabolisme dels glúcids 

El fetge juga un paper molt important en l’homeòstasi de la glucosa. 

L’emmagatzematge del glicogen permet al fetge suprimir l’excés de glucosa 

en sang, emmagatzemant-la i retornant-la al torrent sanguini quan la 

concentració sanguínia d’aquesta comença a disminuir. La gluconeogènesi al 

fetge també està destinada a mantenir la concentració fisiològica de sucre 

en sang ja que només té lloc quan la concentració de glucosa comença a 

caure per sota dels valors normals. En aquest cas, els aminoàcids són 

convertits a glucosa ajudant així a mantenir els seus valors dins els límits 

fisiològics (4-6). 

 

1.1.4.2 METABOLISME DELS LÍPIDS 

    

El metabolisme dels lípids pot tenir lloc a gairebé totes les cèl·lules, 

però alguns passos es produeixen amb major rapidesa al fetge (4-7):  

� La ràpida oxidació dels àcids grassos per a subministrar energia a 

l’organisme. Els àcids grassos es catabolitzen mitjançant la β-

oxidació i donen lloc a l’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 cèl·lules de l’organisme, però en el fetge 

és molt més ràpid i no pot utilitzar tota la acetil co-A sintetitzada, la 

qual és transportada a la resta de cèl·lules. 

� La formació de la major part de les lipoproteïnes. 

� La formació de grans quantitats de colesterol i fosfolípids. 

� La conversió de grans quantitats de glúcids i proteïnes en lípids. 

 

1.1.4.3 METABOLISME DE LES PROTEÏNES 

    

Tot i ser un òrgan molt important per al metabolisme dels glúcids i 

lípids, la funció del fetge en aquests processos no és imprescindible. En 

canvi, l’organisme no pot prescindir del fetge en el metabolisme proteic. En el 

metabolisme de les proteïnes, el fetge realitza les funcions següents: 

� La desaminació dels aminoàcids per que es puguin utilitzar per 

proporcionar energia o convertir-se en glúcids i lípids. 

� La formació de la urea per a suprimir l’amoníac que es pot 

acumular al medi intern. Les bactèries intestinals generen 

contínuament quantitats moderades d’amoníac que passa a la 

sang. Si el fetge no eliminés l’excés d’amoníac, aquest podria 

assolir concentracions tòxiques. 

� La formació de proteïnes plasmàtiques. El 90% de les proteïnes 

plasmàtiques són sintetitzades al fetge. 

� Les interconversions entre els diferents aminoàcids i altres 

compostos. El fetge sintetitza alguns aminoàcids, des del cetoàcid 

corresponent a través de la transaminació, i altres compostos molt 

importants a partir d’aquests. 

A més a més d’aquestes funcions metabòliques principals, el fetge 

també participa en el metabolisme de vitamines (sobretot de l’A, la D i la B12), 

en diversos processos de coagulació, en l’emmagatzematge del ferro i el 

metabolisme de fàrmacs, hormones i substàncies tòxiques per a l’organisme 

(4, 5, 7). 
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1.1.4.4 EXCRECIÓ DE LA BILIRUBINA 

    

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

La bilis té dues funcions: 

� Referent a la digestió i l’absorció de lípids, la bilis contribueix a 

l’emulsió de les grans partícules de greixoses dels aliments per que 

puguin ser atacades pels enzims pancreàtics i ajuda al transport i 

l’absorció dels productes finals de la digestió dels greixos a través 

de la membrana de la mucosa intestinal. 

� L’excreció de diferents productes de rebuig de la sang, entre ells la 

bilirubina, que és un producte final de la destrucció de 

l’hemoglobina, i també en l’excreció del colesterol sintetitzat per les 

cèl·lules hepàtiques. 

Clínicament, la producció de bilis s’utilitza com a paràmetre de 

funcionalitat hepàtica; el descens de la producció de bilis indica un fracàs en 

el funcionament de l’òrgan (4-7). 

 

1.1.51.1.51.1.51.1.5 CÈL·LULES HEPÀTIQUESCÈL·LULES HEPÀTIQUESCÈL·LULES HEPÀTIQUESCÈL·LULES HEPÀTIQUES    

    

• Els hepatòcitshepatòcitshepatòcitshepatòcits són les cèl·lules que formen el parènquima hepàtic. 

Metabòlicament, són les cèl·lules més complexes que existeixen i 

realitzen múltiples funcions com l’obtenció, emmagatzematge i 

alliberació d’un gran nombre de nutrients tals com proteïnes 

plasmàtiques, lipoproteïnes, àcids grassos, colesterol, fosfolípids i 

glucosa. Els hepatòcits també duen a terme la detoxificació de 

compostos tòxics per a l’organisme (2, 3, 8, 9) (figura 1.3).    

• Les cèl·lules endotelialscèl·lules endotelialscèl·lules endotelialscèl·lules endotelials  formen la paret dels sinusoides hepàtics  i 

estan separades dels hepatòcits per l’espai de Disse. Entre 

aquestes cèl·lules hi ha unes grans fenestracions per facilitar 

l’intercanvi de fluids i macromolècules entre els sinusoides i l’espai 

de Disse. Les cèl·lules endotelials participen activament en la 

inflamació, alliberant citocines i òxid nítric davant de determinats 

estímuls (2, 3, 8, 9) (figura 1.3).    

• Les cèl·lules de Kupffercèl·lules de Kupffercèl·lules de Kupffercèl·lules de Kupffer són els macròfags del fetge i es troben 

situats a la superfície de les cèl·lules endotelials. Fagociten eritròcits 

vells i eliminen bacils que intenten introduir-se a la circulació portal 
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després del seu pas pels intestins. Quan s’activen, per diferents 

estímuls, generen mediadors citotòxics com les citocines, radicals 

lliures d’oxigen (ROS) i proteases. Alguns d’aquests compostos 

poden ser tòxics per a les cèl·lules adjacents, actuar com a 

mediadors de la inflamació o bé regular la funció dels hepatòcits (2, 

3, 8, 9) (figura 1.3).    

• Les cèl·lules esteladescèl·lules esteladescèl·lules esteladescèl·lules estelades es troben situades a l’espai de Disse.    

Aquestes cèl·lules sintetitzen proteïnes de la matriu extracel·lular. A 

més, són importants mediadors de processos de reparació del 

fetge i constitueixen el principal reservori de vitamina A de 

l’organisme(2, 3, 8, 9) (figura 1.3). 
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Figura Figura Figura Figura 1.31.31.31.3. Cél·lules hepàtiques. Font: Friedman. J Hepatol 2003. 
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1.21.21.21.2 LESIÓ LESIÓ LESIÓ LESIÓ DDDD’’’’ISQUÈMIAISQUÈMIAISQUÈMIAISQUÈMIA----REPERFUSIÓREPERFUSIÓREPERFUSIÓREPERFUSIÓ    

    

1.2.11.2.11.2.11.2.1 INTRODUCCIÓINTRODUCCIÓINTRODUCCIÓINTRODUCCIÓ    

    

La lesió per isquèmia-reperfusió (I/R) té lloc quan es duu a terme un 

procés de trasplantament d’un òrgan i correspon al dany no immunològic de 

l’empelt que resulta dels processos perioperatoris implicats en l’extracció, la 

preservació i la reperfusió del fetge donant. La lesió per I/R és un procés 

complex que s’inicia quan un òrgan es veu privat temporalment de 

l’aportament sanguini (isquèmia) i es manifesta de manera predominant 

després del posterior restabliment del flux (reperfusió). Aquesta lesió té dos 

components fonamentals: la lesió per isquèmia deguda a la hipòxia, i la lesió 

per reperfusió provocada principalment per la síntesi de mediadors de la 

inflamació (10, 11). 

 

1.2.21.2.21.2.21.2.2 PATOFISIOLOGIA DE LA LESIÓ PER ISQUÈMIAPATOFISIOLOGIA DE LA LESIÓ PER ISQUÈMIAPATOFISIOLOGIA DE LA LESIÓ PER ISQUÈMIAPATOFISIOLOGIA DE LA LESIÓ PER ISQUÈMIA----REPERFUSIÓREPERFUSIÓREPERFUSIÓREPERFUSIÓ    

    

En condicions d’oxigenació habituals, la síntesi dels principals substrats 

es realitza mitjançant el metabolisme aeròbic, obtenint-ne així l’energia 

necessària en forma d’ATP, a més a més d’uns metabòlits fàcilment 

eliminables com són l’anhídrid carbònic i l’aigua.  

En la fase d’isquèmia, la falta d’oxigen condueix cap al metabolisme 

anaeròbic amb un rendiment energètic menor i amb un augment de 

metabòlits com l’àcid làctic (11-16). L’acidosi resultant altera la cinètica 

enzimàtica normal i la cèl·lula es veu privada de l’energia necessària per a 

mantenir la seva homeòstasi. La degradació de l’ATP produeix una alteració 

de les bombes de sodi/potassi i calci, amb un pèrdua del gradient a través de 

les membranes cel·lulars (17-19). Aquests fenòmens indueixen una alteració 

dels orgànuls citoplasmàtics i de la integritat de la membrana que pot portar 

a la mort cel·lular (20). En aquesta fase, també s’activen enzims proteolítics 

responsables de la conversió de la xantina deshidrogenasa (XDH) en xantina 

oxidasa (XOD). Simultàniament, degut a la degradació de l’ATP, es produeix 

una acumulació de xantina i hipoxantina, que són substrats de la XDH i la 

XOD. D’aquesta manera, quan arriba la fase de reperfusió, existeix una 

quantitat de xantina acumulada i l’enzim està 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 superòxid que juguen un paper molt 

important en la lesió d’isquèmia-reperfusió (21, 22). 

En la fase de reperfusió, s’estableix el flux sanguini i amb això tenen 

lloc dos processos beneficiosos per al teixit isquèmic: es restableix 

l’aportament d’energia i s’eliminen els metabòlits tòxics. Des d’aquest punt 

de vista, la reperfusió és un prerequisit per a la recuperació de la lesió 

isquèmica. De totes maneres, la incorporació de metabòlits tòxics a la 

circulació sistèmica pot tenir conseqüències metabòliques greus per culpa 

de l’acidosis(23). A més, aquesta reperfusió indueix la lesió tissular a nivell 

local. La lesió hepàtica causada per la reperfusió sembla que consta de dues 

etapes (24-29). La primera, s’iniciaria immediatament després de la 

reperfusió 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 microcirculació hepàtica i la generació de 

diversos mediadors de la inflamació, com els ROS, IL-1, TNF-α per part de les 

cèl·lules de Kupffer activades, la tumefacció de les cèl·lules endotelials, la 

vasoconstricció, l’acumulació de leucòcits i l’agregació plaquetària als 

sinusoides hepàtics donant lloc a una fallada en la microcirculació (24-28, 30-

35). En aquesta fase també té lloc un reclutament i adhesió dels neutròfils a 

l’endoteli (36). En la segona fase, els neutròfils s’activen alliberant encara més 

ROS i proteases agreujant la lesió (36-39). El dèficit d’energia degut al 

període d’isquèmia provoca una fallada en el transport actiu de membrana 

que acaba en edema i tumefacció de les cèl·lules endotelials i les cèl·lules de 

Kupffer (31). La vasoconstricció és el resultat, entre altres, del desequilibri del 

balanç d’òxid nítric i les endotelines (40-42). Això comporta l’estrenyiment de 

la llum dels sinusoides i la disminució de la velocitat dels leucòcits que fa 

incrementar la freqüència de les interaccions entre les cèl·lules endotelials i 

els leucòcits fomentant la leucostàsia. Els leucòcits estancats contribueixen a 

obstaculitzar el flux sanguini de la xarxa de sinusoides fent que s’allargui el 

període d’hipòxia i que hi hagi zones del fetge que siguin isquèmiques un cop 

iniciada la reperfusió (43). A més, també comporta l’activació de les cèl·lules 

de Kupffer que generen citocines inflamatòries (44) i ROS (45), agreujant la 

lesió hepàtica. 
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1.2.31.2.31.2.31.2.3 RELLEVÀNCIA QUIRÚRGICARELLEVÀNCIA QUIRÚRGICARELLEVÀNCIA QUIRÚRGICARELLEVÀNCIA QUIRÚRGICA    

    

El procediment estàndard per al trasplantament hepàtic s’inicia amb 

l’extracció de l’òrgan donant en situació de mort cerebral i a cor no parat del 

pacient donant. La preservació de l’empelt es realitza mitjançant la infusió de 

la solució UW a 4ºC, és aquí on comença el període d’isquèmia freda que en 

la pràctica clínica sol durar de 6 a 8 hores. Després d’aquest període 

d’isquèmia freda, l’òrgan serà sotmès a una fase d’isquèmia calenta que 

comença quan aquest es col·loca a la cavitat abdominal del receptor i es 

realitza l’anastomosi dels vasos sanguinis, es restableix el flux sanguini i 

comença la reperfusió de l’empelt. Finalment, es connecta el conducte biliar. 

En el trasplantament de donant viu, l’extracció del fetge es fa a partir 

d’un donant sa i viu. En coordinar la intervenció del donant i del receptor, el 

temps d’isquèmia 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 lesió 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 preservació i la reperfusió de l’empelt, tenen lloc canvis estructurals que 

s’accentuen com més gran és el temps d’isquèmia freda. Les lesions de 

preservació es produeixen durant el període d’extracció i implantació del 

fetge donant, degut a la falta de flux sanguini, i es poden agreujar quan el 

fetge ja està implantat en el receptor ocasionant lesions de reperfusió. En el 

receptor, la gravetat de la lesió per I/R depèn de la durada del període 

d’isquèmia freda i calenta, de la reducció del flux sanguini des de la vena 

porta o l’artèria hepàtica, de la durada del procés, de possibles episodis 

d’hipotensió intraoperatoris i del grau d’isquèmia esplènica (46). 

 

1.2.41.2.41.2.41.2.4 DISFUNCIÓ PRIMÀRIA DE L’EMPELTDISFUNCIÓ PRIMÀRIA DE L’EMPELTDISFUNCIÓ PRIMÀRIA DE L’EMPELTDISFUNCIÓ PRIMÀRIA DE L’EMPELT    

    

La lesió per I/R és una de les principals causes de disfunció primària i 

de fallada primària de l’empelt (47); a més a més de la insuficiència pulmonar i 

de la fallada multiorgànica associada al trasplantament de fetge. 

Després d’un trasplantament hepàtic, sempre es dona alguna 

disfunció clínica o bioquímica la severitat de la qual depèn del grau de lesió 

hepàtica. Aquesta lesió primerenca rep el nom de disfunció primària de 
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l’empelt (DPE). Aquesta disfunció pot ser tant una funció pobre de l’empelt 

com una fallada primària de l’empelt (FPE), es sent, en aquest últim cas, 

necessari el retrasplantament(47). A Espanya, segons el “Registro Español 

de Trasplante Hepático”, l’FPE és la segona causa de retrasplantament 

després de les complicacions tècniques i el rebuig immunològic, es sent 

responsable del 82,1% dels retrasplantaments durant la primera setmana 

després del trasplantament hepàtic (46). 

    

1.31.31.31.3 TRASPLANTAMENT HEPÀTICTRASPLANTAMENT HEPÀTICTRASPLANTAMENT HEPÀTICTRASPLANTAMENT HEPÀTIC    

    

El trasplantament de fetge és actualment l’única opció terapèutica 

efectiva per a pacients que pateixen malalties cròniques en fase terminal i 

insuficiència hepàtica aguda (48). Algunes de les malalties susceptibles de 

trasplantament de fetge són la insuficiència hepàtica crònica o cirrosi de 

qualsevol etiologia, la insuficiència hepàtica aguda greu, alguns tumors 

hepàtics, les anomalies hepàtiques congènites, malalties genètiques o 

aquells trastorns metabòlics la seva deficiència dels quals resideix en el fetge 

(tant si originen la malaltia hepàtica com si la repercussió del trastorn 

metabòlic és fora del fetge) i, per últim, el fracàs del fetge trasplantat (49). 

Des que l’any 1963 es va realitzar el primer trasplantament hepàtic 

amb èxit en l’home, s’han aconseguit millores en els diferents aspectes 

relacionats amb el trasplantament hepàtic, tals com el mètode de selecció 

de candidats, la preservació de l’òrgan, les tècniques experimentals i la 

immunosupressió. 

A Espanya, el número de donacions d’òrgans i trasplantaments de 

fetge suposen les taxes per milió d’habitants més elevades del món i la 

mitjana de temps d’espera per al trasplantament hepàtic és menor que en la 

resta d’Europa (46). De totes maneres, encara que aquestes xifres denoten 

un benefici en la supervivència, hi ha un creixement progressiu de les llistes 

d’espera, fet que comporta que un número considerable de pacients morin 

esperant un fetge per poder ser trasplantat. 

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

cirurgia del donant i la cirurgia del receptor (49): 
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1.3.11.3.11.3.11.3.1 CIRUCIRUCIRUCIRURRRRGIA DEL DONANTGIA DEL DONANTGIA DEL DONANTGIA DEL DONANT    

    

Extracció de l’òrgan: Després de l’exploració de la cavitat abdominal 

per valorar la grandària, color i consistència de l’òrgan, es dissecciona el 

retroperitoneu inframesocòlic, aïllant l’aorta abdominal, a nivell de la 

bifurcació, i la vena cava inferior, per a realitzar una canulació ràpida dels 

vasos en cas de necessitat. Posteriorment, s’identifica i es dissecciona l’hílum 

hepàtic i es passa a canular l’aorta abdominal i el sistema portal per 

perfondre el líquid de preservació, i es canula la vena cava inferior per facilitar 

l’exsanguinació i impedir l’edema. Quan el fetge ja està alliberat dels seus 

elements de fixació lligamentosos, es procedeix a seccionar la vena cava 

infrahepàtica per sobre de les venes renals, l’aorta abdominal amb el tronc 

celíac i, fins i tot, l’òstium de l’artèria mesentèrica superior. Per últim, es 

procedeix a seccionar part del diafragma. 

Transport de l’òrgan i cirurgia del banc: L’òrgan s’introdueix en un 

recipient hermètic i estèril que conté la solució de preservació a 4ºC. 

Seguidament, es col·loca aquest recipient en una nevera portàtil plena de gel. 

La cirurgia del banc consisteix a examinar l’òrgan en condicions de 

hipotèrmia, i preparar els caps vasculars per a la posterior anastomosi. 

Bàsicament, es realitza la dissecció de la vena cava infrahepàtica, la vena 

porta, el tronc celíac i la via biliar. 

Preservació de l’òrgan: Amb la preservació de l’òrgan es vol 

aconseguir satisfer les necessitats metabòliques d’aquest durant 

l’emmagatzematge i protegir les cèl·lules davant els efectes adversos de la 

isquèmia (falta d’aportament sanguini). La solució de preservació més 

utilitzada és la solució de la Universitat de Winsconsin (UW), que es basa en: 

1) l’ús de la rafinosa i el lactobionat (en comptes de glucosa) per evitar la inflor 

cel·lular induïda per la hipotèrmia, 2) tampons adequats (KH2PO4) que evitin 

l’acidosis intracel·lular, 3) els col·loides (hidroxietil starch, HES) per a mantenir 

la integritat de l’espai intersticial, 4) els inhibidors dels ROS (glutatió i 

al·lopurinol) i, 5) els precursors de l’ATP (adenosina i adenina) que mantenen 

l’estat energètic cel·lular i permeten una funció adequada de la bomba de 

sodi-potassi. 
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1.3.21.3.21.3.21.3.2 CIRUCIRUCIRUCIRURRRRGIGIGIGIA DEL RECEPTORA DEL RECEPTORA DEL RECEPTORA DEL RECEPTOR    

    

Fase d’hepatectomia: La dissecció del fetge comença buscant un pla 

adequat per fora de la càpsula del fetge. Posteriorment, s’identifiquen i 

s’alliberen les diferents estructures de l’hílum hepàtic i es lliga l’artèria 

hepàtica. La dissecció de la via biliar es realitza després de la secció entre 

unes determinades lligadures. A continuació, 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 infrahepàtica i la cava suprahepàtica. 

Fase anhepàtica: Durant aquesta fase s’origina la interrupció brusca 

del retorn venós de les venes porta i la cava inferior, fet que provoca 

congestió venosa en el terreny esplènic, així com la disminució de la pressió 

arterial pulmonar i de la despesa cardíaca. Es retira el fetge del camp 

quirúrgic i es preparen els pedicles vasculars per a la reconstrucció vascular. 

Fase d’implantació: En aquesta fase els aspectes tècnics són molt 

crítics. Es realitza l’anastomosis (unió de caps vasculars del fetge donant 

amb els del fetge receptor) de la vena cava suprahepàtica, de la vena cava 

infrahepàtica, de la vena porta, de l’artèria hepàtica i es procedeix a la 

reconstrucció biliar. 

Fase de revascularització o reperfusió: En finalitzar l’anastomosi 

venosa es procedeix a la revascularització de l’empelt retirant els clamps 

vasculars. És important comprovar que l’empelt es revascularitza de manera 

ràpida, homogènia i que adquireix una consistència adient. 

 

1.3.31.3.31.3.31.3.3 ESTRAESTRAESTRAESTRATÈGIES PER A AUGMENTAR EL NOMBRETÈGIES PER A AUGMENTAR EL NOMBRETÈGIES PER A AUGMENTAR EL NOMBRETÈGIES PER A AUGMENTAR EL NOMBRE D’EMPELTS D’EMPELTS D’EMPELTS D’EMPELTS    

    

El factor limitant més important per a l’aplicació del trasplantament 

hepàtic és la falta d’òrgans donants. Aquest fet provoca que no tots els 

pacients puguin rebre un fetge (50). La diferència entre el número d’òrgans 

disponibles i el número de receptors potencials va en augment com a 

conseqüènica de l’augment de les indicacions per al trasplantament, el 

descens de les contraindicacions a causa dels avenços tècnics i en el camp 

de la anestiologia i per l’augment de la mortalitat deguda a malalties 

hepàtiques (50). 
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 Per intentar disminuir el dèficit d’òrgans s’han adoptat diferents 

estratègies: L’edat màxima i mitja dels donants s’ha ampliat fent que aquest 

factor ja no sigui limitant a l’hora d’acceptar un fetge per a trasplantament 

(51-54), i han deixat de ser rebutjats els òrgans de persones que patien 

algunes malalties cròniques com la hipertensió arterial o la diabetis mellitus. 

Tot i això, actualment aproximadament un 20% dels empelts són rebutjats 

per no estar considerats aptes per al trasplantament (46).  

 El desenvolupament de noves tècniques quirúrgiques en la pràctica 

clínica també ha augmentat el número de trasplantaments possibles. 

Algunes d’aquestes tècniques són la tècnica de Split, el trasplantament de 

donant viu, el trasplantament dòmino i el trasplantament a cor parat: 

 Tècnica de Split: La tècnica de Split o de bipartició hepàtica permet la 

realització de dos trasplantaments hepàtics a partir d’un únic fetge donant. 

La freqüència d’aquesta tècnica ha augmentat en els últims anys amb 

resultats satisfactoris. En el seus començaments, aquesta tècnica va ser 

desenvolupada per equips de cirurgia pediàtrica davant la falta de donants 

en aquest sector de la població i la necessitat d’un escàs volum hepàtic que 

generalment no sobrepassava el 20% de la massa hepàtica d’un fetge adult. 

D’aquesta manera, aquesta tècnica es va començar a realitzar utilitzant un 

mateix empelt que s’implantava en un receptor pediàtric i un altre d’adult. 

Posteriorment, es va començar a utilitzar aquesta tècnica per a realitzar el 

trasplantament a dos receptors adults, un d’ells de pes inferior a 60kg (55-

57). 

 Trasplantament de donant viu: Aquesta tècnica consisteix a utilitzar 

com a empelts segments hepàtics provinents d’un donant viu. Inicialment, 

aquesta tècnica va ser utilitzada per a receptors pediàtrics (58) però l’any 

1994 es va reportar el primer cas d’un trasplantament hepàtic a un receptor 

adult realitzat amb un lòbul dret d’un donant viu (59). Actualment, aquesta 

modalitat representa una alternativa vàlida i segura en centres amb 

experiència en cirurgia hepàtica arribant a representar el 25% del total de 

trasplantaments realitzats (60). 

 Trasplantament dòmino: El trasplantament dòmino consisteix a utilitzar 

com a empelt un fetge d’un receptor pre al qual la indicació per al 

trasplantament sigui la polineuropatia amiloidòtica familiar (61, 62). La 

polineuropatia amiloidòtica familiar és una malaltia metabòlica crònica en la 

que el fetge està estructural i funcionalment bé però té una síntesi anòmala 
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d’una proteïna denominada transferritina, que provoca el dipòsit d’una 

substància amiloide en diferents òrgans, però sobretot al sistema nerviós 

autònom. Els símptomes 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 utilització d’aquests empelts estaria indicada en 

receptors d’edat avançada o en aquells tumors hepàtics de mal pronòstic en 

els quals la supervivència esperada després del trasplantament sigui menor 

al temps de desenvolupament dels símptomes de la polineuropatia 

amiloidòtica familiar. 

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

trasplantament, l’única font de òrgans donants fins que es va acceptar el 

concepte de mort cerebral. El principal inconvenient que presenta aquesta 

modalitat és que no es pot saber amb exactitud el temps d’isquèmia calenta 

(període en que l’òrgan no ha estat irrigat per la sang arterial mantenint-se 

dins l’organisme) a la qual ha estat sotmès l’empelt abans de la seva 

extracció. Actualment, hi ha diversos estudis que han demostrat que amb la 

utilització d’òrgans, com ara el ronyó (65, 66), procedents de donants a cor 

parat es poden obtenir resultats molt similars als obtinguts amb donants en 

estat de mort cerebral. L’experiència en trasplantament de fetge encara és 

molt limitada i les dades disponibles encara són poques. 

 

1.3.3.1 TRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE MIDA REDUÏDA 

 

El trasplantament d’empelt hepàtic de mida reduïda (ROLT) es va 

desenvolupar amb la finalitat de disminuir la mortalitat associada a la falta 

d’òrgans de donants en estat de mort cerebral i per la necessitat de tenir 

empelts de mida petita per a receptors pediàtrics i adults de poc pes. El 

ROLT engloba el conjunt de tècniques que redueixen un fetge natiu en un 

empelt de mida menor (67). 

 La utilització d’empelts hepàtics reduïts es troba associat amb una 

important taxa de disfunció primària de l’empelt (68). La reducció del fetge 

suposa generalment un procés llarg podent produir-se períodes d’hipotèrmia 

no adients. De totes maneres, la utilització de empelts reduïts de donant viu 

no presenta aquesta tendència degut als curts temps d’isquèmia freda que 

pateixen (69). 
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L’anatomia dels segments del fetge permet dividir aquest òrgan 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’empeltTipus d’empeltTipus d’empeltTipus d’empelt    Segments hepàticsSegments hepàticsSegments hepàticsSegments hepàtics    

Dret completDret completDret completDret complet    V    VI    VII    VIII   V    VI    VII    VIII   V    VI    VII    VIII   V    VI    VII    VIII   ±±±±     I    I    I    I     

Esquerre completEsquerre completEsquerre completEsquerre complet    II     IIIII     IIIII     IIIII     III      IV          IV          IV          IV     ±±±±      I     I     I     I     

Lateral esquerreLateral esquerreLateral esquerreLateral esquerre    II     IIIII     IIIII     IIIII     III     

Esquerre extèsEsquerre extèsEsquerre extèsEsquerre extès    I      IV     V    VI    VII    VIII   I      IV     V    VI    VII    VIII   I      IV     V    VI    VII    VIII   I      IV     V    VI    VII    VIII       

 

 

 

 A continuació es descriuran les tres tècniques incloses en el ROLT. 

 

Taula 1.1Taula 1.1Taula 1.1Taula 1.1. Tipus d’empelts en funció dels segments hepàtics 

Figura 1.4Figura 1.4Figura 1.4Figura 1.4. Segments hepàtics. Font: ACS Surgery 2003. 
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1.3.3.2 TRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE DONANT DIFUNT AMB EMPELT 

DE MIDA REUÏDA 

 

La tècnica del trasplantament de fetge reduït consisteix en la reducció 

d’un fetge provinent d’un donant difunt de gran grandària per introduir-lo en 

un receptor de menors proporcions. Amb aquesta tècnica s’ha aconseguit 

reduir notablement la mortalitat infantil en pacients en espera d’un empelt 

hepàtic. El trasplantament hepàtic reduït permet tractar nens menors de nou 

mesos de les seves afeccions hepàtiques. 

L’any 1975, Starzl va realitzar el primer trasplantament hepàtic de mida 

reduïda encara que sense èxit (70). El 1984, Broelsch i Bismuth duen a terme 

simultàniament aquest procés amb èxit (71, 72). 

El tipus d’empelt hepàtic escollit depèn bàsicament de la diferència de 

mida entre donant i receptor. L’empelt dret complet normalment cap en un 

receptor de la meitat de la grandària del donant. En canvi, l’empelt esquerre 

complet permet una relació de grandària donant/grandària receptor 1:4. En el 

cas de l’empelt lateral esquerre, la relació seria de 10:1 (67). De totes 

maneres, la decisió final es pren després de visualitzar el fetge donant i la 

fosa hepàtica del receptor. La situació ideal és que es realitzi la reducció de 

l’empelt per un equip diferent al mateix temps que es realitza l’hepatectomia 

del receptor, per minimitzar els temps d’isquèmia freda. 

S’ha demostrat que aquesta tècnica és tan efectiva com el 

trasplantament d’un empelt hepàtic sencer (73, 74), amb una supervivència a 

l’any del 80%. Aquesta tècnica elimina el problema de la diferència de 

grandària entre donant i receptor. 

 

1.3.3.3 TRASPLANTAMENT HEPÀTIC SPLIT 

    

En el trasplantament hepàtic 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 l’any 1988 (75). 

Segons on es realitzi la divisió del fetge obtindrem empelts de diferents 

grandàries: 

-Si l’hemihepatectomia es realitza a l’esquerra de la línia de Cantilie, 

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

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

el dret i l’esquerre.  

-Quan la divisió es realitza seguint el lligament falciforme, s’obtenen un 

empelt dret estès i un altre lateral esquerre. 

La tècnica de Split és similar a la utilitzada en el trasplantament de mida 

reduïda però en aquest cas s’han de tractar curosament les dues meitats 

separant perfectament els vasos i els conductes biliars. 

El trasplantament hepàtic Split es va utilitzar, inicialment, en situacions 

d’emergència i no es van obtenir bons resultats, sobretot en els empelts de 

la meitat dreta (51). Als seus inicis, aquesta tècnica va ser desenvolupada per 

a receptors pediàtrics i més tard es va utilitzar per a trasplantar un receptor 

pediàtric i un receptor adult. Posteriorment, es va començar 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 supervivència a 

l’any del 75% (78). 

Amb aquesta tècnica s’augmenta el número d’empelts a trasplantar 

tot i que presenta un sèrie d’inconvenients: Són necessaris dos o tres tipus 

d’equips mèdics, dues sales d’operacions, dos equips de anestesiologia, els 

temps d’isquèmia freda són alts i és una tècnica molt complexa. 

 

1.3.3.4 TRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE DONANT VIU 

    

En el trasplantament hepàtic de donant viu l’empelt s’obté de 

l’hepatectomia d’un familiar del receptor (figura 1.5). Aquesta tècnica 

representa un gran avenç per a superar la falta d’òrgans en pacients 

pediàtrics i es va poder desenvolupar gràcies a l’experiència prèvia amb el 

trasplantament Split (67). L’any 1988 va tenir lloc el primer cas conegut en 

nens i l’any 1994 el primer cas en adults (79). 

En el trasplantament pediàtric (d’adult a nen) de donant viu es 

trasplanta el lòbul lateral esquerre o l’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 l’empelt dret complet, però en receptors de 

poc pes s’utilitza el lòbul esquerre, i també l’esquerre estès, per a receptors 

de major pes(79). 
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En aquest tipus de trasplantament s’han de tenir en compte algunes 

consideracions ètiques: Només un parent completament sa pot ser el 

donant, ja que existeix un risc mínim per al donant amb una mortalitat del 

0,5%. Els resultats per al receptor són excel·lents amb un 80-90% de 

supervivència a l’any del trasplantament (79, 80). 

Per al receptor, el risc quirúrgic és similar al que existeix quan es 

realitza un trasplantament Split del lòbul esquerre. Els beneficis potencials 

són remarcables: A) possibilitat d’accés al trasplantament sense haver 

d’enregistrar-se a la llista d’espera el pacient, B) el trasplantament es realitza 

en condicions òptimes ja que és una operació programada, C) la qualitat de 

l’empelt és millor perquè el donant és una persona sana i no existeix el 

deteriorament que es produeix per la mort cerebral en el donant difunt , D) el 

temps de preservació (isquèmia freda) de l’empelt es redueix al coordinar-ne 

les operacions del donant i del receptor i, E) s’obté una major compatibilitat 

immunològica ja que el donant i el receptor són parents propers (81-83). 

Tot i que és una tècnica més complexa que el trasplantament total o el 

de mida reduïda aquesta modalitat quirúrgica representa actualment una 

alternativa vàlida i segura en els centres amb experiència en cirurgia hepàtica 

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 món, 

Figura 1.5Figura 1.5Figura 1.5Figura 1.5. Trasplantament hepàtic de donant viu. Font: Schwartz, Principles of 
Surgery, 8a ed. 
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la major part d’aquests s’havien realitzat al Japó, on fins fa poc estava 

prohibida l’obtenció d’òrgans a partir de donants difunts (81). Per un altra 

banda, la utilització de donants vius és una tendència creixent als Estats Units 

d’Amèrica, on el 60% dels trasplantaments hepàtics es realitzen amb aquest 

mètode. A Espanya, hi ha una gran quantitat de donants per la qual cosano 

és tan necessària aquesta opció. 

 

1.41.41.41.4 REGENERACIÓ HEPÀTICAREGENERACIÓ HEPÀTICAREGENERACIÓ HEPÀTICAREGENERACIÓ HEPÀTICA    

    

El fetge és l’únic òrgan del cos que és capaç de regenerar-se 

totalment després d’una agressió o una resecció. La capacitat del fetge per 

regenerar-se va ser reconeguda per primer cop en l’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, però durant la nit se li regenerava, d’aquesta manera era condemnat 

eternament. Aquesta història il·lustra la increïble capacitat del fetge per 

regenerar-se: És l’únic òrgan capaç de fer-ho i, al mateix temps, de mantenir 

alhora la seva funció metabòlica. 

Totes les evidències fins ara mostren que l’hepatòcit totalment 

diferenciat el que es replica en massa i al mateix instant per aconseguir una 

regeneració ràpida del fetge després d’una hepatectomia (85). Amb el 

temps i la investigació duta a terme per diferents científics, cada cop es 

coneix més bé tota la xarxa d’esdeveniments que es donen després d’una 

hepatectomia. És conegut que certes citocines i factors de creixement, com 

el factor de necrosi tumoral α (TNF-α) o la interlucina 6 (IL-6), juguen papers 

primordials en la iniciació de la regeneració hepàtica, fet que es coneix com a 

“priming”. El “priming” consisteix en la preparació dels hepatòcits de manera 

que obtinguin capacitat proliferativa i així puguin entrar en el cicle cel·lular, 

responent a factors de creixement com el factor de creixement hepatocitari 

(HGF), el factor de creixement transformant-β (TGF-β) o el factor de 

creixement epidermal amb capacitat d’unió a l’heparina (HB-EGF). Aquest 

alliberament d’IL-6 induït pel TNF-α per part de les cèl·lules de Kupffer i que té 

com a conseqüència la replicació de l’hepatòcit, també estimula l’activació 

de factors de transcripció tals com el factor nuclear κB (NF-κB), el factor de 

transducció de senyal i activador de la transcripció 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’activació d’una gran quantitat de gens, immediats i 

retardats, necessaris per a les funcions normals del fetge com ara la 

regeneració i la reparació, o com les ciclines que són les proteïnes 

encarregades de regular l’entrada i la progressió del cicle cel·lular (revisat a 

(86)). 

Qualsevol de les tècniques de trasplantament hepàtic de mida reduïda 

porta associada una regeneració post-trasplantament de l’empelt. La 

regeneració hepàtica és crítica per a l’èxit del trasplantament de donant viu i 

té lloc ràpidament tant en el donant com en el receptor. Si es trasplanta el 

lòbul dret, després de la donació , el lòbul esquerre duplica la seva grandària 

als 7 dies i arriba a més del 85% de la massa hepàtica predonació al mes de 

la cirurgia. El lòbul dret trasplantat també duplica la seva grandària en 7 dies i 

excedeix la massa intacta del donant als 14 dies. 

La capacitat de regeneració del fetge quan pateix una lesió o una 

resecció quirúrgica no deixa de sorprendre ja que aquest és un òrgan 

quiescent, en termes de proliferació cel·lular (87), en el que tan sols menys 

del 0,01% dels hepatòcits s’estan dividint en un moment determinat. 

 

 

 

 

 

FiguraFiguraFiguraFigura 1.6 1.6 1.6 1.6. Factors implicats en la regeneració hepàtica. Font: Mohammed F & 
Khokha R , Trends Cell Biol, 2005. 
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Una lesió hepàtica o una resecció quirúrgica provoca una proliferació 

massiva dels hepatòcits supervivents que s’interromp quan la massa del 

fetge arriba a una fracció determinada del pes de l’individu, que varia amb 

l’edat i l’espècie (87). Per exemple, si s’extreu el 40 % de l’òrgan, el donant 

recupera la massa perduda als 6 mesos. Encara que els hepatòcits són els 

primers a proliferar, tots els tipus cel·lulars hepàtics es divideixen, des de les 

cèl·lules epitelials biliars fins les cèl·lules endotelials, passant per les cèl·lules 

de Kupffer (88). La cinètica de la proliferació cel·lular és diferent entre 

espècies. Immediatament després de l’estímul regeneratiu, els hepatòcits 

surten de l’estat G0 per entrar en la fase G1, dupliquen el seu DNA en la fase S 

i entren en la fase M (fase de mitosi), arribant al pic de màxima regeneració a 

les 24 hores en el cas de les rates. Existeix un segon pic de regeneració 

menor entre les 36 hores i les 48 hores (87, 88). Els altres tipus cel·lulars 

entren en divisió 24 hores després dels hepatòcits. 

Segons Nelson Fausto, la regeneració hepàtica es divideix en dues 

etapes: L’entrada de l’hepatòcit en cicle cel·lular des del seu estat quiescent 

(Iniciació) i la progressió a través del punt de restricció de la fase G1 

(Progressió). Segons aquest autor, aquestes etapes estan controlades 

independentment l’una de l’altra. En la iniciació hi intervindrien les citocines, el 

factor de necrosi tumoral-α (TNF-α) i la interleucina-6 (IL-6). En la progressió 

hi intervindrien factors de creixement com el factor de creixement 

hepatocitari (HGF) i el TGF-β (89) (figura 1.6). 

En la regeneració hepàtica hi intervenen diferents citocines i factors de 

creixement, però només ens centrarem en uns determinats ja que tenen una 

rellevància especial en aquest estudi. Les cèl·lules no parenquimals del fetge 

tenen una funció important com a font de factors de creixement i 

interleucines que promouen i inhibeixen la proliferació dels hepatòcits, encara 

que fins avui no és del tot conegut el paper individual de cada tipus cel·lular. 

Les cèl·lules de Kupffer produeixen i alliberen citocines proliferatives TNF-α i 

IL-6, i citocines antiproliferatives IL-1 i TGF-β (90). Les cèl·lules endotelials dels 

sinusoides, encara que no són la font majoritària de citocines, són capaces 

de generar TGF-β, HGF i IL-6. Les cèl·lules estrellades sintetitzen i alliberen 

HGF i TGF-β (90) (figura 1.7). 
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1.4.11.4.11.4.11.4.1 HGFHGFHGFHGF    

    

L’ HGF va ser descobert gràcies a la seva capacitat d’induir la síntesi 

de DNA en un cultiu d’hepatòcits, però ara se sap que també té efectes 

pleiotròpics en altres teixits. Aquest factor exerceix els seus efectes a través 

de la unió al seu receptor, anomenat c-met tirosina cinasa (91). Estudis in vivo 

van demostrar la seva capacitat inductora de la regeneració hepàtica. També 

s’ha observat el seu augment en plasma quan es produeix una disminució de 

la massa hepàtica tant en humans com en rates (88, 91). En un estudi de 

trasplantament hepàtic de mida reduïda en rata, l’administració de HGF va 

donar lloc a un augment de la regeneració hepàtica de l’empelt (92). A més a 

més, en un estudi amb un model de regeneració hepàtica per administració 

de tetraclorur de carboni, l’administració d’anticossos anti-HGF va impedir la 

regeneració correcte del fetge (93). 

 

 

 

 

Figura 1.7Figura 1.7Figura 1.7Figura 1.7. Interacció entre les cèl·lules hepàtiques durant la regeneració del 
fetge. Font: Aliment Pharmacol Ther, 2003. 
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1.4.21.4.21.4.21.4.2 TGFTGFTGFTGF----ββββ    

    

El TGF-β és un factor que inhibeix la divisió dels hepatòcits en cultiu. 

Pertany a una superfamília de més de 30 membres. Aquest factor és 

sintetitzat en forma de prepro-molècula i requereix certes modificacions per 

a la seva activació. De la família del TGF-β se’n coneixen tres membres: TGF-

β1, TGF-β2, i, TGF-β3.  Cada proteïna d’aquesta família té un pèptid senyal a 

l’extrem N-terminal de 20-30 aminoàcids, una pro-regió  (anomenada pèptid 

associat a la latència o LAP) i una regió de 112-114 aminoàcids a l’extrem C-

terminal que es converteix en el TGF-β madur després del seu alliberament 

de la pro-regió a través d’un tall proteolític. El TGF-β dimeritza per formar una 

estructura activa de 25 KDa. L’associació amb el pèptid LAP serveix al TGF-β 

per facilitar el trànsit d’aquesta proteïna des de l’interior cel·lular i per donar 

lloc a un TGF-β biològicament inactiu. El LAP es desprèn amb pH extrems, 

calor, proteases o altres mecanismes (94) (figura 1.8). 

 

 

     

 

 

 

Al fetge, el TGF-β es comença a sintetitzar a les poques hores de 

l’hepatectomia, arribant a la seva màxima concertació cap a les 48 hores. 

Figura 1.8Figura 1.8Figura 1.8Figura 1.8. Processament del TGFβ. Font: Gressner et al. Front Biosci, 2002. 



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Introducció 

� 48

L’administració intravenosa de TGF-β inhibeix la fase primerenca de la 

regeneració hepàtica després d’una hepatectomia a la rata (95). A més, el 

tractament amb anticossos anti-TGF-β a rates que se’ls ha practicat una 

hepatectomia, dóna lloc a un augment de la regeneració del fetge (96). 

 

1.4.31.4.31.4.31.4.3 LA REGENERACIÓ HEPÀTICALA REGENERACIÓ HEPÀTICALA REGENERACIÓ HEPÀTICALA REGENERACIÓ HEPÀTICA EN CONDICIONS D’ EN CONDICIONS D’ EN CONDICIONS D’ EN CONDICIONS D’ISQUÈMIAISQUÈMIAISQUÈMIAISQUÈMIA----

REPERFUSIÓ: FACTORSREPERFUSIÓ: FACTORSREPERFUSIÓ: FACTORSREPERFUSIÓ: FACTORS    

    

1.4.3.1 INTRODUCCIÓ 

    

Quan el fetge és sotmès a un procés d’I/R aquest pateix un dany 

hepàtic resultat de la interacció entre els diferents mecanismes duts a terme 

per diferents tipus cel·lulars (figura 1.9). 

 

         

 

 

 

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 l’òxid nítric (NO) que són factors implicats en la lesió per 

Figura 1.9Figura 1.9Figura 1.9Figura 1.9. Representació esquemàtica dels esdeveniments cellulars i intravasculars 
en la I/R després d’un trasplantament. Font: Massip-Salcedo et al., Liver Int, 2006. 
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isquèmia-reperfusió i que poden afectar a la regeneració hepàtica després 

d’un trasplantament de mida reduïda.  

 

1.4.3.2 NUCLEÒTIDS D’ADENINA 

 

Existeix una correlació directe entre el contingut d’ATP en el fetge al 

final de la isquèmia freda i la recuperació del pacient trasplantat (97). 

Resultats obtinguts a partir d’un model d’hepatectomia parcial van mostrar 

que existeix una relació entre els nivells d’ATP al fetge romanent i la 

regeneració hepàtica del mateix (98). També s’ha vist que la isquèmia freda 

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

 

1.4.3.3 RADICALS LLIURES D’OXIGEN 

 

Els ROS estan fortament implicats en la lesió per I/R i tenen una 

influència negativa sobre la divisió cel·lular ja que danyen les proteïnes i el 

DNA (13, 99, 100). L’activació de les cèl·lules de Kupffer i els neutròfils, 

l’acumulació de la xantina, la conversió de XDH a XOD i els desordres 

mitocondrials que es produeixen en la I/R són responsables de la producció 

de ROS. 

Estudis d’altres grups han implicat els neutròfils i les cèl·lules de Kupffer 

en la formació de ROS responsables de la lesió per I/R (25, 37, 101-103). De 

totes maneres, altres estudis han posat en dubte que aquests dos tipus de 

cèl·lules fossin les fonts majoritàries de ROS en aquest tipus de lesió (104, 

105). 

El sistema XDH/XOD intervé en el metabolisme final de degradació 

dels àcids nucleics. Aquest enzim presenta dues isoformes que catalitzen les 

mateixes reaccions: el pas d’hipoxantina a xantina i de xantina a àcid úric. La 

diferència està en què la forma deshidrogenasa utilitza NAD+ com a acceptor 

d’electrons, mentre que la forma oxidasa utilitza la molècula de l’oxigen, 

generant radical superòxid (106).  

Com ja hem comentat abans, durant la isquèmia es duu a terme la 

conversió de la forma XDH a la forma XOD i, degut a la degradació d’ATP, fet 

que també s’esdevé en la isquèmia, es produeix una acumulació de xantina i 

hipoxantina. Aquests fets provoquen que durant la fase de reperfusió es 

formi anió superòxid, que és un tipus de ROS. 
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S’ha demostrat, en diferents models experimentals d’I/R 

normotèrmica i de trasplantament hepàtic, que durant la reperfusió hi ha una 

gran quantitat de XOD, i que l’al·lopurinol (inhibidor de la XOD) disminueix la 

lesió per I/R en el fetge, demostrant així que el sistema xantina/XOD pot ser 

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

 

1.4.3.4 ELS NEUTRÒFILS 

 

Com a conseqüència de la I/R, es produeix una acumulació de 

neutròfils facilitada per una sèrie de factors que alteren les característiques 

d’adherència d’aquests, així com una xarxa d’interaccions entre leucòcits, 

citocines i quimioatraients (107). Entre aquests factors hi trobem l’alliberació 

de substàncies des dels hepatòcits, la producció de citocines per part de les 

cèl·lules de Kupffer i l’augment de l’expressió de molècules d’adhesió com la 

ICAM-1 (108, 109). 

Diversos treballs han demostrat que l’activació dels neutròfils està 

implicada en la lesió del parènquima i en les alteracions de la microcirculació 

associats a la I/R (26, 29, 33, 37, 110, 111). En prevenir la infiltració de neutròfils 

als teixits, tant disminuint el número de neutròfils com disminuint l’adhesió 

d’aquests, es redueix significativament la fallada de la microcirculació i la lesió 

tissular en models animals d’I/R (39, 112). 

 En el moment que els neutròfils s’activen alliberen proteases i ROS. 

Aquests ROS, al entrar en contacte amb el hepatòcits i les cèl·lules 

endotelials dels sinusoides, produeixen l’oxidació dels àcids grassos de la 

membrana plasmàtica i faciliten la lesió per les proteases (113), podent 

afectar també a la regeneració hepàtica en el cas del trasplantament amb 

empelt de mida reduïda, ja que les proteases són imprescindibles per a la 

regeneració del fetge i els ROS inhibeixen la divisió cel·lular (99, 100). 

 

1.4.3.5 LES CITOCINES 

 

Les citocines són proteïnes produïdes per diverses cèl·lules, 

principalment limfòcits activats i macròfags, però també cèl·lules endotelials, 

epitelials i del teixit conjuntiu. 

Les citocines proinflamatòries més importants en la lesió per I/R són el 

TNF-α i la IL-1. Les dues  indueixen la síntesi de la IL-8 (114) i regulen 
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l’expressió de molècules d’adhesió promovent una major alliberació de 

citocines. El paper d’aquestes citocines en la I/R ha estat demostrat en 

diversos estudis on es reporta la disminució de la lesió per I/R amb una 

menor infiltració de neutròfils i un descens en la lesió del parènquima hepàtic 

quan aquestes citocines són inhibides o impedides de la seva funció (45, 

115). 

Sobre el paper d’aquestes citocines sobre la regeneració hepàtica se 

sap que el TNF-α actua com a agent responsable de la iniciació de la 

proliferació dels hepatòcits en la primera fase de la regeneració hepàtica, 

deixant les cèl·lules preparades per tal que responguin als factors de 

creixement (89, 91). D’altra banda, la IL-1 té una acció inhibitòria sobre la 

regeneració hepàtica ja que és capaç d’inhibir la proliferació cel·lular dels 

hepatòcits en cultiu (116, 117) i de disminuir la regeneració hepàtica quan és 

administrada exògenament (117). 

 

1.4.3.6 L’ÒXID NÍTRIC 

 

L’òxid nítric (NO) és una molècula que actua de missatgera 

intracel·lular i extracel·lular, produïda per una família d’enzims anomenats NO 

sintases (NOSs). 

 S’han descrit tres tipus de NOS: L’endotelial (eNOS), la neuronal 

(nNOS) i la induïble (iNOS), essent les dues primeres constitutives. La nNOS 

és exclusivament d’origen neuronal i l’eNOS d’origen endotelial de la 

vasculatura hepàtica(118, 119). Contràriament, la iNOS no s’expressa 

constitutivament al fetge sinó que ho fa de manera induïble i, quan ho fa, ho 

fa en gairebé en tots els tipus cel·lulars del fetge si hi ha l’estímul adient. 

 El paper de l’NO en la lesió per I/R és controvertit. Alguns autors diuen 

que l’NO té efectes benèfics davant d’una I/R en fetge (120-123), mentre que 

d’altres diuen que l’NO participa en la resposta davant d’una I/R hepàtica en 

el seu paper perjudicial (124). Se sap, però, que l’NO pot ser beneficiós a 

través de la millora en les alteracions de la microcirculació hepàtica i la 

disminució de l’acumulació de neutròfils (125-127). D’una altra manera, la 

producció excessiva d’NO pot ser citotòxica ja que pot reaccionar amb l’anió 

superòxid i formar peroxinitrit, que és una espècie reactiva altament oxidant 

(128-130).  
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 Pel que fa a l’efecte de l’NO sobre la regeneració hepàtica, se sap que 

l’NO és necessari per a la viabilitat dels hepatòcits (131) i que juga un paper 

important en la repoblació hepatocitària 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 cèl·lules 

endotelials. Aquest fet porta els hepatòcits a entrar en la fase G1 i que 

comenci la regeneració hepàtica (87). Sembla que l’iNOS té un paper més 

important a les 6-8 hores després de l’hepatectomia (87). 

 

1.4.3.7 EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (RAS) 

    

L’Angiotensina II (AngII) és una hormona endocrina clàssica 

considerada com un dels vasoconstrictors més potents i la major efectora 

del sistema renina-angiotensina (RAS). L’Ang II és produïda a través de 

l’enzim convertidor de l’angiotensinogen (ACE) a partir de l’angiotensina I i 

efectua les seves accions biològiques a través de la unió als seus dos 

subtipus de receptors, el receptor de l’angiotensina II de tipus I (AT1) i el 

receptor de l’angiotensina II de tipus II (AT2) (132). L’Ang II juga un paper 

central en la regulació de la pressió sanguínia i l’homeòstasi del sodi (133). 

Per altra banda, l’Ang II també té altres funcions que són independents de la 

regulació de la pressió sanguínia, com ara efectes mitogènics i tròfics sobre 

el creixement cel·lular (134), o bé l’estimulació de l’expressió de citocines 

proinflamatòries (135) i de molècules d’adhesió (136), o l’activació de factors 

de transcripció proinflamatoris (137). A més a més, s’ha vist que l’Ang II pot 

incrementar la producció de ROS (138). 

El RAS està dividit en dos compartiments: El sistèmic o circulant i el 

local o de teixit. El RAS circulant està implicat en el manteniment de la pressió 

sanguínia i el balanç de sal i aigua, mentre que el RAS local juga un paper en 

la patofisiologia de cada òrgan individual (139-141). 

En la lesió per I/R, se sap que l’administració de bloquejadors de l’acció 

de l’Ang II protegeix el fetge davant d’aquest tipus de lesió en fetges grassos 

(142). A més, en estudis de trasplantament de fetge s’ha vist que l’Ang II està 

implicada en la lesió per I/R inherent a aquest procediment, gràcies a 

l’administració d’antagonistes dels receptors de l’Ang II (143). 

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

RAS en el procés de la regeneració hepàtica. Per exemple, Ramalho et al. i 



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Introducció 

� 53

Yayama et al. van mostrar en estudis d’hepatectomia parcial, que els 

inhibidors de l’ACE incrementaven la regeneració hepàtica (144, 145). 

 

1.4.3.8 LA BRADICININA 

 

La Bradicinina (BK) és un pèptid del sistema Cal·licreïna-cinina que 

forma part de la família dels Autacoides (146). És coneguda com un dels 

vasodilatadors més importants i com a modulador de reaccions d’inflamació 

(147). També se sap que la BK actua com a factor de creixement per a 

determinades cèl·lules (148-150), i que promou l’activació de les cèl·lules 

endotelials (147). 

La BK pot ser degradada per l’enzim ACE i altres proteïnases. Per tant, 

la inhibició d’aquest enzim, a part de promoure la irrupció de la síntesi de la 

Ang II, té com a conseqüència l’augment de la concentració i els efectes de 

la BK (151). És per això que en un estudi ja citat prèviament, van observar que 

els efectes beneficiosos de la inhibició de l’enzim ACE no eren conseqüència 

de la inhibició de la síntesi de la Ang II sinó que eren deguts a l’increment de 

BK (142). 

Sobre el paper de la BK en la lesió per I/R se sap que aquesta cinina és 

capaç de reduir la lesió per I/R en fetge quan aquesta és incrementada per la 

inhibició de l’enzim ACE (142, 152). Per altra banda, un estudi sobre la 

regeneració hepàtica ja va demostrar que la BK estava implicada en 

l’augment de la regeneració hepàtica després d’una hepatectomia (144, 

145). 

 

1.4.3.9 LES METAL·LOPROTEINASES DE MATRIU 

 

Les metal·loproteïnases de matriu (MMP) són una família d’enzims 

zinc-dependents de més de 25 membres. Són conegudes per la seva 

capacitat d’hidrolitzar les proteïnes de la matriu extracel·lular (ECM) en 

diferents condicions fisiològiques i patològiques, entre les que podem trobar 

l’embriogènesi, la reparació de ferides, la inflamació, l’artritis, l’angiogènesi i el 

càncer (153). Més recentment, s’ha observat que les MMP tenen altres 

funcions gràcies a la seva capacitat d’hidrolitzar proteïnes que no pertanyen 

a l’ECM. Inicialment, la matriu extracel·lular era vista únicament com a suport 

físic i estructural de les cèl·lules. Actualment se sap que la seva funció és molt 
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més complexa i se la veu com a un component dinàmic que està involucrat 

en l’organització i remodelació dels teixits (153). 

La majoria de membres de la família de les MMP, que són generalment 

sintetitzades intracel·lularment com a proenzims, comparteixen una 

estructura altament conservada composta per tres dominis diferents: un 

propèptid aminoterminal, un domini catalític, i un domini de tipus hemopexina 

a l’extrem carboxiterminal. El domini propèptid serveix per mantenir l’enzim 

inactiu i està compost per una seqüència d’aproximadament 80-90 

aminoàcids (153). 

Les MMP poden ser activades biològicament de diferents maneres, 

però totes acaben en la dissociació del residu cisteïna sulfhidril del seu 

complex amb el residu catalític Zn2+. D’aquest procés se’n diu mecanisme 

d’activació per “cysteine-switch”, i es pot dur a terme a través de diferents 

vies. La via més descrita inclou l’eliminació proteolítica del propèptid per 

proteases, com ara la plasmina, la tripsina, les cal·licreïnes o altres. 

Alternativament, es coneix una altra via en la qual el grup tiol de la cisteïna del 

propèptid reacciona amb els ROS, particularment amb el peroxinitrit. Aquesta 

reacció té lloc en presència de baixes concentracions micromolars de 

peroxinitrit i nivells citosòlics de glutatió, però no es dóna amb l’NO sol. Com a 

resultat, el grup cisteinil tiol pateix una s-glutatinització que elimina l’enllaç 

entre la cisteïna i el zinc. Això comporta un canvi conformacional que dóna 

accés als substrats al centre catalític, i, per tant, s’obté una MMP activa 

catalíticament sense la hidròlisi del propèptid.  Es pensa que aquesta via té 

un paper clau en condicions d’estrès oxidatiu com el que s’observa en 

processos com la inflamació i la lesió per I/R (153). 

Al fetge, la font majoritària de MMP són les cèl·lules estelades, que 

produeixen bàsicament MMP-2 i MMP-9, i les cèl·lules de Kupffer. Se sap 

que el fetge, en condicions d’inflamació, com aquelles de lesió per I/R o 

lesions per hipòxia-reoxigenació, les cèl·lules endotelials sinusoïdals alliberen 

MMP-2 i MMP-9 i que els neutròfils migren cap a l’àrea danyada causant la 

producció i alliberació de diverses MMP (153). 

Entre les funcions independents de l’ECM de les MMP hi trobem la 

capacitat d’hidròlisi i activació de múltiples factors. Diversos estudis han 

observat la capacitat de les MMP per activar factors com l’IGF (154), el TGF-β 

(155) o la IL-1 (156).    
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En el camp de la lesió per I/R, múltiples estudis han observat la 

participació de les MMP en aquest tipus de lesió. Estudis amb inhibidors 

sintètics de les MMP, han observat una disminució de la lesió per I/R en 

model d’I/R normotèrmica 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 lesió per I/R en aquest tipus de models (160, 

161). 

Finalment, la participació d’aquestes proteïnes també s’ha observat en 

models de regeneració hepàtica (162, 163), on es veu l’augment de l’activitat 

de les MMP després d’una hepatectomia. A més, en un estudi sobre la 

regeneració hepàtica, es va observar que les MMP i els inhibidors de teixit de 

les metal·loproteinases (TIMP) regulaven l’alliberació del factor de creixement 

HGF de la matriu extracel·lular, regulant així la seva activitat i, per tant, el cicle 

cel·lular dels hepatòcits (164).  

Les MMP tenen els seus propis inhibidors endògens, els anomenats 

inhibidors de teixit de les metal·loproteinases (TIMP). Els TIMP són una família 

de 4 proteïnes diferents (TIMP-1, 2, 3 i 4). Són inhibidors endògens de 

l’activitat de les MMP caracteritzats per la seva alta afinitat per unir-se a 

elles(165). El TIMP2 inhibeix específicament la MT1-MMP (166) i té una funció 

dual sobre la MMP2. A concentracions baixes, el TIMP2 promou l’activació 

proteolítica de la MMP2 junt amb la MT1-MMP, mentre que a concentracions 

altes d’aquest inhibeixen l’activitat de la MMP2 (167). Recentment, s’ha vist 

que aquests inhibidors no només regulen l’activitat de les MMP sinó que 

també tenen funcions independents de les MMP, com ara la capacitat 

d’actuar com a factors de creixement o de factors antiapoptòtics o 

antiangiogènics (153). En un estudi de trasplantament de fetge, els nivells de 

TIMP2 es van veure significativament disminuïts en plasma després del 

procés quirúrgic (160). A més, en un estudi d’I/R hepàtica es va veure que els 

nivells de TIMP2 s’incrementaven durant la fase de recuperació després de la 

reperfusió que és quan té lloc la regeneració del teixit (158). 

 

1.4.3.10 LA c-JUN N-TERMINAL CINASA (JNK) 

 

La JNK és una proteïna activada per estrès de la família de les 

proteïnes cinases activades per mitògens (MAPK). Aquestes proteïnes 

cinases Ser/Thr converteixen estímuls extracel·lulars en senyals intracel·lulars 
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i controlen l’expressió gènica. La via de les MAPK és activada davant de 

diferents estímuls com poden ser l’estrès ambiental, les citocines 

proinflamatòries, el xoc tèrmic, els inhibidors de la síntesi proteica, etc. Dins 

de la superfamília de les MAPK hi trobem la subfamília de les proteïnes 

cinases activades per estrès (SAPK), de la qual en formen part la JNK i la p38 

MAPK. L’activació de les SPAK requereix la fosforilació dels residus 

conservats de serina i treonina en el domini catalític (168-170). La proteïna 

JNK és ràpidament activada en resposta a estressos físics com la hipòxia, la 

radiació ultraviolada i canvis en el pH, i també en resposta a mediadors de la 

inflamació i antígens derivats de patògens(171). En condicions com aquestes, 

la JNK s’activa i fosforila el factor c-Jun/AP-1 i aquest promou l’expressió de 

novo de diferents gens implicats en la resposta immunològica (172). En 

situacions d’estrès agut sever, la JNK pot també induir l’apoptosis (172). 

Estudis sobre el trasplantament hepàtic han parlat de l’activació de la 

JNK en aquest procés. Concretament, en estudis sobre el trasplantament 

hepàtic on es va administrar un inhibidor de la JNK, es va observar una 

disminució de la lesió per I/R (172, 173). Altres estudis també han 

correlacionat la lesió per I/R amb l’activació de la proteïna JNK (174-178). 

Paral·lelament, també s’ha vist que la JNK participa en processos de 

regeneració hepàtica. Estudis en models de regeneració del fetge han 

reportat que l’activació de la JNK és crucial per que el procés de la 

regeneració hepàtica és porti a terme correctament (179-181). Se sap que en 

situacions de regeneració hepàtica, 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 funció. La c-Jun és un gen 

primerenc immediat que forma part del complex AP-1 (proteïna activadora-1), 

que és un factor de transcripció que estimula l’expressió de gens 

imprescindibles per a la proliferació dels hepatòcits com el gen de la ciclina 

D1 (182, 183). 

 

1.4.3.11 L’ACTIVADOR DEL PLASMINOGEN DE TIPUS UROCINASA (uPA) 

 

La uPA és una glicoproteïna responsable de la conversió del 

plasminogen a plasmina (184). La plasmina és un enzim present al torrent 

sanguini que degrada diferents proteïnes plasmàtiques entre les quals la 

fibrina. La plasmina també juga un paper important en l’activació de proteïnes 
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com les MMP i el TGFβ (185). Estudis previs van mostrar que la uPA és capaç 

d’activar l’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). 

 

1.51.51.51.5 EL PRECONDICIONAMENT ISQUÈMICEL PRECONDICIONAMENT ISQUÈMICEL PRECONDICIONAMENT ISQUÈMICEL PRECONDICIONAMENT ISQUÈMIC    

    

El precondicionament isquèmic (PC) és una estratègia quirúrgica que 

protegeix els teixits davant la lesió 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 òrgans com l’intestí, el 

cervell, el múscul i el fetge (190, 191). El PC consisteix en l’aplicació de 

períodes curts d’isquèmia i reperfusió abans de la I/R perllongada (figura 

1.10). 

 

          

 

 

  

Tot i que s’han postulat diferents hipòtesis, els mecanismes protectors 

del PC encara no es coneixen del tot. A nivell molecular, un cop s’ha induït el 

PC es posen en marxa una sèrie de vies de senyalització que s’amplifiquen 

fins a aconseguir un efecte beneficiós. 

 

1.5.11.5.11.5.11.5.1 VIESVIESVIESVIES DE SENYALITZACIÓ MOLECULAR DE SENYALITZACIÓ MOLECULAR DE SENYALITZACIÓ MOLECULAR DE SENYALITZACIÓ MOLECULAR    

    

Durant el PC té lloc la degradació d’ATP generant així adenosina en 

grans quantitats. Aquesta adenosina s’allibera a l’espai extracel·lular i promou 

l’activació dels receptors d’adenosina A2 acoblats a proteïna G (191, 192). 

Aquests, a la vegada, promouen l’activació de la fosfolipasa C o D, que 

genera inositol trifosfat fet que indueix l’alliberació de calci des de les 

isquèmiaisquèmiaisquèmiaisquèmia    isquèmiaisquèmiaisquèmiaisquèmia    rrrreperfusióeperfusióeperfusióeperfusió    reperfusióreperfusióreperfusióreperfusió    

PC Trasplantament 

Figura 1.10Figura 1.10Figura 1.10Figura 1.10. Esquema de l’aplicació del PC prèvia a la I/R que té lloc en el 
trasplantament de fetge. 



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������Introducció 

� 58

reserves intracel·lulars no mitocondrials, i diacilglicerol (DAG), que activa la 

PKC (193-195). Se sap que la PKC fosforila diverses molècules efectores 

com, per exemple, les tirosinacinases (196) i les MAPK (197), fet que porta a 

l’augment de la tolerància dels hepatòcits i de les cèl·lules endotelials a la 

lesió per I/R i a l’entrada d’aquestes cèl·lules al cicle cel·lular, promovent la 

regeneració hepàtica (198). 

L’activació de la PKC pot induir també l’activació de diversos factors 

de transcripció, com el NF-κB, que són els principals responsables dels 

efectes protectors del PC a llarg termini (199, 200). Aquests factors de 

transcripció modulen l’expressió de determinats gens i donen lloc a la síntesi 

de proteïnes, com la superòxid dismutasa (SOD) o les proteïnes de xoc 

tèrmic (HSP), que han estat proposades com a efectores dels efecte 

protectors del PC. 

Les HSP juguen un paper important mantenint l’estabilitat de les 

proteïnes (201). Quan es produeix un augment en la síntesi de proteïnes i 

durant un estímul d’estrès, les HSP s’uneixen als pèptids que s’estan formant 

perquè no es despleguin, ni interaccionin amb altres molècules i per facilitar el 

seu transport a través de les membranes cel·lulars (201). S’ha descrit el 

paper d’aquestes proteïnes en el teixit isquèmic reparant proteïnes 

danyades, oferint protecció contra els ROS, suprimint citocines 

proinflamatòries i reparant canals iònics (202). 

També s’ha suggerit que el PC pot disminuir la transcripció de gens 

com c-fos i c-jun, implicats en el desenvolupament de la lesió per I/R 

hepàtica, i que l’activació de NF-κB pot induir l’activació de STAT-3, que està 

implicat en la hepatoprotecció i la proliferació cel·lular (197, 198, 203-210). 

A més de totes aquestes vies de senyalització implicades en el PC, 

treballs recents indiquen que el PC pot induir alliberació d’una petita quantitat 

de ROS (22, 209) i de TNF-α (211), els quals contribueixen a l’efecte protector 

del PC (figura 1.11). 
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1.5.1.1 ADENOSINA I ÒXID NÍTRIC 

 

Diversos treballs en models d’I/R normotèrmica i trasplantament 

hepàtic han demostrat la implicació de l’NO i l’adenosina en l’efecte protector 

del PC. L’NO inhibeix l’adhesió dels neutròfils a l’endoteli sinusoïdal i, en inhibir 

la presència de molècules d’adhesió, inhibeix l’efecte vasoconstrictor de les 

endotelines (ET) i actua de segrestador dels ROS, com ara el superòxid (125-

127, 212, 213). Així doncs, la inhibició de la síntesi de l’NO en un model d’I/R 

normotèrmica va anul·lar els efectes protectors del PC (191, 214-216). 

Contràriament, quan es van administrar donadors d’NO, va disminuir la lesió 

per I/R (215, 217).  En trasplantament de fetge, la modulació farmacològica 

de l’NO en empelts hepàtics sotmesos a 16 hores d’isquèmia freda va 

confirmar la implicació de l’NO en la protecció induïda  pel PC (122).  

Durant el breu període d’isquèmia del PC es produeix una degradació 

d’ATP que porta a un augment dels nivells d’adenosina i genera un augment 

d’NO que seria responsable de l’efecte protector conferit pel PC (191). Així ho 

confirmen els resultats obtinguts en models d’I/R normotèrmica basats en la 

modulació farmacològica de l’NO i/o de l’adenosina en animals sotmesos a 

Figura 1.11Figura 1.11Figura 1.11Figura 1.11. Esquema representatiu dels mecanismes involucrats en els efectes 
protectors del PC en la I/R hepàtica. Font: Massip-Salcedo et al., Liver Int, 2006. 
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I/R hepàtica, amb o sense PC previ. També s’ha demostrat el paper de 

l’adenosina en la protecció del PC en model d’I/R hepàtica ex vivo (214, 216). 

Així doncs el període de temps òptim que indueix els efectes 

protectors del PC al fetge ve determinat per dos factors: un és la 

concentració d’adenosina suficient com per induir la generació d’NO a través 

de l’activació dels receptors d’adenosina A2, i el segon la baixa concentració 

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

 

1.5.1.2 METABOLISME ENERGÈTIC 

 

El PC és capaç de preservar els nivells d’ATP després d’una I/R 

hepàtica contribuint a l’efecte protector del PC (192, 219, 220). Els 

mecanismes pels quals el PC exerceix aquest efecte no són del tot 

coneguts. 

A més de la generació d’adenosina, el breu període d’I/R del PC 

provoca l’activació de l’enzim proteïna cinasa dependent d’AMP (AMPK). 

L’AMPK és un enzim que s‘activa en situacions de dèficit energètic cel·lular 

desencadenant la fosforilació de diversos substrats amb la finalitat de 

mantenir els nivells cel·lulars d’ATP. D’aquesta manera es redueix l’activitat de 

la via glucolítica durant la isquèmia perllongada i, per tant, es redueixen els 

nivells d’intermediaris d’aquesta via així com el seu producte final, l’àcid làctic, 

que té efectes nocius. Existeixen estudis que confirmen aquest fet a través 

de l’administració d’inhibidors i activadors de l’AMPK en animals sotmesos a 

una I/R hepàtica normotèrmica (219, 220).  

 

1.5.1.3 NEUTRÒFILS I ALTERACIONS DE LA MICROCIRCULACIÓ 

 

S’ha demostrat que part de l’efecte protector del PC està relacionat 

amb la modulació de l’acumulació de neutròfils i l’alteració de la 

microcirculació (221, 222). El mecanisme pel qual el PC modula l’acumulació 

de neutròfils en el teixit hepàtic no és del tot  ben conegut. S’ha demostrat 

que el PC redueix l’adherència dels leucòcits després d’una isquèmia 

normotèrmica. D’altra banda, també hi ha evidències que indiquen que no hi 

ha diferències en l’expressió de molècules d’adhesió després d’induir el PC. 

Hi ha estudis que suggereixen que durant el procés d’isquèmia es danyen les 

cèl·lules endotelials, fet que facilita que els neutròfils tinguin lliure accés al teixit 
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hepàtic, sense haver d’expressar les molècules d’adhesió. Segons aquesta 

teoria podria ser que el PC reduís l’acumulació de neutròfils a través de la 

reducció del dany endotelial (196, 199, 223-226). 

En models experimentals de trasplantament hepàtic, els fetges en els 

quals s’indueix PC mostren una milloria en el flux hepàtic després de la 

reperfusió. En aquest sentit, s’ha vist, en fetges sotmesos a isquèmia 

normotèrmica, que l’aplicació del PC millora els desordres de la 

microcirculació. Sembla que el PC mitjançant la generació de NO té efectes 

vasodilatadors i d’aquesta manera contraresta la vasoconstricció produïda 

durant el procés de la I/R conseqüènicade l’alliberació de mediadors de la 

inflamació com la ET (221, 222, 227).  

 

1.5.1.4 ESTRÈS OXIDATIU I CITOCINES 

 

És un fet ben conegut que el PC és capaç de disminuir l’estrès oxidatiu 

associat al procés d’I/R hepàtica. Diversos estudis han demostrat que el PC 

actua preservant l’estructura mitocondrial i modulant l’activació de les 

cèl·lules de Kupffer, disminuint així la producció de ROS en la lesió 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 sinó 

que hi ha estudis que demostren que aquesta estratègia quirúrgica és capaç 

de preservar els nivells d’antioxidants com el glutatió (197). 

A nivell de citocines, hi ha estudis que indiquen que la inhibició de les 

cèl·lules de Kupffer pel PC porta també a una disminució en la producció de 

les citocines proinflamatòries després d’una I/R hepàtica (229, 230). 

Existeixen estudis que demostren la influència del PC sobre les citocines 

proinflamatòries com el TNF-α i la IL-1 en processos d’I/R normotèrmica (229, 

231, 232). 

 

1.5.1.5 APLICACIÓ CLÍNICA DEL PC 

 

Des del moment en que es va descriure l’efectivitat del PC, s’han 

realitzat diversos treballs amb la finalitat de buscar estratègies que puguin 

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

troben el precondicionament tèrmic, que consisteix a induir un augment en la 
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temperatura corporal abans de la isquèmia hepàtica (233, 234); el 

precondicionament químic amb diversos agents com la doxorubicina (235) i 

el factor natriurètic (236). De totes maneres, l’aplicació clínica d’aquestes 

estratègies és molt limitada tant per la dificultat que això comportaria com 

per problemes de toxicitat o d’efectes secundaris. 

Si bé totes les estratègies adreçades a reduir la lesió per I/R hepàtica 

no han pogut tenir la seva aplicació a la clínica, les investigacions sobre 

l’efectivitat del PC en models experimentals d’I/R hepàtica han estat la base 

per que aquesta estratègia quirúrgica pugui ser aplicada a la clínica per reduir 

la lesió per I/R associada  a les reseccions hepàtiques de tumors. Encara que 

no es tenen dades de l’aplicació del PC en trasplantaments de fetge en 

humans, hi ha estudis que recolzen la seva possible aplicació en clínica en un 

futur. 

L’ús pioner del PC en cirurgia cardíaca per Yellon i cols. va obrir la 

possibilitat de la utilització d’aquesta tècnica en diferents tipus de cirurgia 

(237). Aquest grup va demostrar que l’aplicació del PC abans de la realització 

d’un bypass de l’artèria coronària, reduïa la lesió del miocardi que era 

conseqüència del procés quirúrgic. Més tard, s’han dut a terme assajos 

clínics en diferents òrgans amb resultats molt esperançadors (238-243). 

Al fetge, assajos clínics duts a terme per Clavien i cols. i Nuzzo i cols. 

han demostrat el paper protector de l’aplicació del PC en reseccions 

hepàtiques (244-246). En aquests estudis, Clavien i cols. van observar que 

l’aplicació 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  

reducció dels nivells plasmàtics d’ALT i una reducció de la mort cel·lular per 

apoptosis de les cèl·lules endotelials. En un altre estudi més recent, es van 

poder observar els mateixos resultats, però es va utilitzar una mostra de 

població encara més àmplia, de 100 pacients (245). 

Posteriorment a aquests estudis, altres grups també han realitzat 

estudis sobre la aplicació del PC en reseccions hepàtiques. Chouker i cols. 

van observar que l’aplicació del PC en reseccions hepàtiques va incrementar 

l’estabilitat hemodinàmica després de la reperfusió 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 últim, Nuzzo i cols. en reseccions hepàtiques a temps més llargs 

d’oclusió 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 hepàtica 

normotèrmica i trasplantament de fetge, no hi ha gaire informació sobre 

l’eficàcia del PC en empelts de mida reduïda, per tant, aquest camp 

d’investigació encara és un gran desconegut. 
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2. OBJECTIUS  
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Tenint en compte el llarg temps que un pacient ha d’estar a la llista 

d’espera per a un trasplantament de fetge i el fet que molts d’aquests 

pacients no arriben a rebre mai un fetge, és urgent augmentar el número 

d’òrgans disponibles per a trasplantar. En el cas del fetge i gràcies a la seva 

capacitat regenerativa, podem optar per utilitzar un donant viu en comptes 

d’un donant difunt per a un pacient en llista d’espera. Aquesta opció té com a 

desavantatge la necessitat que tindrà l’òrgan de regenerar-se un cop 

implantat al donant i, si s’escau, també en el receptor. Sabent que la 

isquèmia i la reperfusió, a la que es veu sotmès qualsevol òrgan al ser 

trasplantat disminueix la capacitat regenerativa del fetge, a part de danyar-lo 

severament, és de màxima importància trobar estratègies tant quirúrgiques 

com farmacològiques que afavoreixin la regeneració hepàtica i disminueixin 

la lesió que aquests òrgans pateixen. 

Com ja s’ha comentat abans, el PC és una estratègia quirúrgica que 

disminueix la lesió per I/R i augmenta la regeneració del fetge després d’un 

trasplantament. La investigació dels mecanismes del PC quan aquest és 

aplicat en models de trasplantament de fetge amb empelt de mida reduïda, 

poden portar al descobriment de noves estratègies farmacològiques que, 

combinades amb el PC, augmentin la protecció d’aquest sobre els empelts 

de mida reduïda.  

Per això els objectius de la present tesi són els següents: 

• Objectiu 1: Té com a objectiu avaluar si el sistema Renina-

angiotensina participa en els efectes beneficiosos del PC en un 

model experimental de trasplantament de fetge amb empelt de 

mida reduïda on hi intervenen tant la lesió per I/R com la 

regeneració hepàtica.  

• 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 

reduïda i si estan regulades per la JNK. 

A més, l’estudi de la lesió per I/R hepàtica deguda a un trasplantament 

de fetge amb empelt de mida reduïda ens permet conèixer més bé els 

intricats mecanismes de la inflamació i l’estrès oxidatiu, al mateix temps que 

ens permet desvetllar els secrets darrera el misteriós esdeveniment que és la 

regeneració hepàtica. En sí, conèixer els detalls de la complexitat de la natura 

ja és un objectiu a assolir. 
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    3. MATERIAL I MÈTODES   
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3.13.13.13.1 ANIMALS D’EXPERIMENTACIÓANIMALS D’EXPERIMENTACIÓANIMALS D’EXPERIMENTACIÓANIMALS D’EXPERIMENTACIÓ    

    

Els animals d’experimentació 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 mínim una setmana abans de la seva intervenció. Les 

condicions ambientals es van mantenir constants; la temperatura va ser de 

21-22ºC, 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 

Unió Europea per a models d’experimentació animal (Directiva 86/609/ECC). 

 

3.23.23.23.2 TRASPLANTAMENT HEPÀTIC AMB EMPELT DE MIDA TRASPLANTAMENT HEPÀTIC AMB EMPELT DE MIDA TRASPLANTAMENT HEPÀTIC AMB EMPELT DE MIDA TRASPLANTAMENT HEPÀTIC AMB EMPELT DE MIDA 

REDUÏDAREDUÏDAREDUÏDAREDUÏDA    

    

3.2.13.2.13.2.13.2.1 ANESTÈANESTÈANESTÈANESTÈSIASIASIASIA    

    

Els animals van ser anestesiats per via respiratòria (Fluorane Abott 

Laboratories, Madrid). L’anestèsia es va induir amb isofluorà 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 inhalació d’isofluorà a l’1.5-2% i un flux 

d’oxigen de 2-2.5 L/min, fins al inici de  la reperfusió de l’òrgan amb la solució 

d’UW i la posterior parada cardíaca. En el receptor, l’anestèsia va ser 

interrompuda a la fase anhepàtica. Un cop finalitzada aquesta fase, la 

inhalació d’isofluorà va ser del 0.5-1% fins a finalitzar la intervenció. En el 

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

 

3.2.23.2.23.2.23.2.2 CIRURGIACIRURGIACIRURGIACIRURGIA    

    

Cirurgia Cirurgia Cirurgia Cirurgia del donantdel donantdel donantdel donant    

El model experimental utilitzat en aquests estudis es basa en la tècnica 

del doble “cuff” descrita per Kamada i cols. l’any 1979 (248), en la que no es 

duu a terme la reconstrucció de l’arteria hepàtica. 

Un cop anestesiada la rata, es va afaitar l’abdomen de l’animal i es va 

col·locar en decúbit supí 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 centímetre per sota dels apèndixs xifoides.  

Es va seccionar el lligament rodó, es va alliberar la vena cava inferior 

suprahepàtica i posteriorment es va lligar la vena diafragmàtica dreta. 

Tot seguit, es van disseccionar l’artèria aorta, la vena cava inferior i el 

pedicle renal dret i es van lligar l’artèria i la vena renal dreta, les venes 

suprarenals i les lumbars dretes. A l’hílum hepàtic es va separar la vena porta 

de l’artèria hepàtica i del conducte biliar comú. El conducte biliar es va canular 

amb un catèter de polietilè d’aproximadament 2 cm de llarg, 0.96 mm de 

diàmetre extern i de 0.50 mm de diàmetre intern (Cole-Palmer Instrument 

Company, Vernom Hills, Illinois, EEUU), i es va fixar amb una doble lligadura 

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

 

           

   

La reducció del fetge es va dur a terme mitjançant l’extirpació del lòbul 

lateral esquerre i dels lòbuls caudats amb la realització d’una doble lligadura 

amb una seda 5.0 en el pedicle dels lòbuls esmentats (Figura 3.3) i la 

subsegüent extirpació (Figura 3.4) (92, 249, 250). 

 

          

 

Figura 3.1Figura 3.1Figura 3.1Figura 3.1. Camp quirúrgic.                                    Figura 3.2Figura 3.2Figura 3.2Figura 3.2. Hílum hepàtic del donant. 

Figura 3.3Figura 3.3Figura 3.3Figura 3.3. Lligadura del lòbul lateral              Figura 3.4Figura 3.4Figura 3.4Figura 3.4. Lòbuls extirpats.                                                
esquerre. 



� ������������������������������������������������������������������������������������������������������Material i mètodes������������������������������

73 

 Prèviament a l’extirpació dels lòbuls, es van administrar 300 unitats 

d’heparina. Un cop preparat l’òrgan per a la seva extracció, es va canular 

l’aorta amb un catèter de 20 G (Medicuth, Venflon, Helsinborg, Suècia) amb 

la prèvia obertura del diafragma. Seguidament, es va ocloure l’aorta toràcica i 

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

 

 És en aquest moment que comença la 

perfusió de l’empelt amb 50 ml de Solució 

de Winsconsin (UW) (ViaSpan�, 

BristolMyers, Madrid) (Figura 3.5). A 

continuació es va realitzar l’extracció del 

fetge donant i es va col·locar en un bany 

amb solució UW a 4ºC. 

 

 

Cirurgia del bancCirurgia del bancCirurgia del bancCirurgia del banc    

La cirurgia del banc té com a finalitat preparar l’empelt per a implantar-

lo en l’animal receptor. Es va tallar el diafragma que envolta la vena cava 

inferior suprahepàtica, deixant aproximadament uns 3 mil·límetres de teixit al 

voltant de la vena per poder facilitar la posterior anastomosis (Figura 3.6). Es 

van col·locar dos punts de referència de Prolene 7/0 en ambdós costats de 

la vena cava per a facilitar l’orientació de l’anastomosis. 

Les anastomosis de les venes porta i cava inferior infrahepàtica es van 

realitzar mitjançant la tècnica del doble “cuff”. Es van col·locar, a les dues 

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

                                                                      

                

 

 

Figura 3.5Figura 3.5Figura 3.5Figura 3.5. Perfusió de l’empelt. 

Figura 3.6Figura 3.6Figura 3.6Figura 3.6: Vena cava 
suprahepàtica del donant. 

Figura 3.7Figura 3.7Figura 3.7Figura 3.7: Cuffs de la vena porta i de la 
vena cava inferior infrahepàtica. 
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El “cuff” utilitzat a la vena cava tenia un diàmetre 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 

diàmetre extern i intern, respectivament (Figura 3.8). La col·locació 

d’aquestes estructures va permetre, en el moment de l’implant, la unió 

d’aquestes venes sense la necessitat de realitzar una sutura contínua i 

disminuir, per tant, la duració de la intervenció (factor important per a la 

supervivència del receptor) (Figura 3.7). 

  

Cirurgia del bancCirurgia del bancCirurgia del bancCirurgia del banc    

 Es van fer la laparotomia i la dissecció del fetge de manera similar a la 

realitzada en el donant. A l’hílum hepàtic es va seccionar el conducte biliar a 

nivell de la confluència d’ambdós conductes hepàtics. Per a facilitar la 

introducció dels “cuffs” i orientar adientment les venes porta i cava inferior 

infrahepàtica, es van col·locar dos punts de sutura de Prolene 7/0 als seus 

extrems. 

 Amb la utilització de clamps microvasculars es van ocloure les venes 

porta just a la seva confluència amb la vena esplènica i la vena cava inferior 

infrahepàtica just per sobre de la vena renal dreta. 

 

             

 
 
 

A continuació, amb una pinça de Satinsky, es va ocloure la vena cava 

inferior suprahepàtica (Figura 3.8). És en aquest instant que comença la fase 

anhepàtica. L’hepatectomia del receptor es va completar quan es van 

seccionar les venes porta i cava inferior supra i infrahepàtiques, totes en la 

zona més proximal al fetge (Figura 3.9). 

L’implant del fetge es va començar amb la sutura contínua, amb 

Prolene 7/0, entre la vena cava inferior suprahepàtica del donant i la del 

receptor (Figura 3.10). Seguidament, es va realitzar l’anastomosis de la vena 

Figura 3.8Figura 3.8Figura 3.8Figura 3.8: Inici de la fase anhepàtica. Figura 3.9Figura 3.9Figura 3.9Figura 3.9: Hepatectomia del receptor. 
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porta, mitjançant la introducció del “cuff” col·locat a la vena porta de l’empelt, 

a dins de la vena porta del receptor. Una vegada introduït el “cuff”, es va 

assegurar amb una sutura de seda 6/0. A continuació es va procedir a la 

reperfusió de l’empelt a través de l’alliberació de les pinces que ocloïen les 

venes, primer la vena porta i immediatament després la vena cava inferior 

infrahepàtica. 

 

                    

 

 

 

L’anastomosis de la vena cava inferior infrahepàtica es va realitzar de 

manera similar a la vena porta; es va alliberar la pinça de la vena i així es va 

restablir el flux sanguini a aquest nivell.  

Un cop restablert el flux sanguini, es va procedir a la rehidratació de 

l’empelt amb la injecció d’un bolus intravenós a través de la vena dorsal del 

penis que contenia 0.5 ml de bicarbonat sòdic 1 M, i 2.5 ml de solució 

isotònica de Ringer Lactat. D’aquesta manera es va restablir el volum perdut i 

es contrarestava l’acidosi produïda durant la cirurgia. 

 

Finalment, es va realitzar l’anastomosis del 

conducte biliar amb la unió dels conductes del 

donant i del receptor, mitjançant el tub de 

polietilè prèviament col·locat al fetge del 

donant (Figura 3.11). Per acabar la intervenció 

es va tancar el pla muscular i després la pell 

amb una sutura contínua amb seda 2/0. 

 
�
�
�

Figura 3.10Figura 3.10Figura 3.10Figura 3.10: Anastomosis de la vena 
cava inferior suprahepàtica. 

Figura 3.11Figura 3.11Figura 3.11Figura 3.11: Anastomosis de la vena 
cava infrahepàtica, porta i conducte 

biliar. 

Figura 3.12Figura 3.12Figura 3.12Figura 3.12. Inducció del 
precondicionament isquèmic. 
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PrecondPrecondPrecondPrecondicionament isquèmic (PC)icionament isquèmic (PC)icionament isquèmic (PC)icionament isquèmic (PC)    

El PC es va realitzar al fetge donant a través de l’oclusió de l’artèria 

hepàtica 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 reperfusió del 

fetge fos de 10 minuts més, després dels quals es va procedir a la perfusió 

de l’empelt amb la solució UW (251). 

 

3.33.33.33.3 RECOLLIDA I PROCESSAMENT DE LES MOSTRESRECOLLIDA I PROCESSAMENT DE LES MOSTRESRECOLLIDA I PROCESSAMENT DE LES MOSTRESRECOLLIDA I PROCESSAMENT DE LES MOSTRES    

�
Amb l’animal anestesiat es van recollir mostres del teixit hepàtic a les 

24 hores després del trasplantament. Una part de les mostres es van 

congelar amb neu carbònica i es va mantenir a -80ºC, i l’altra part es va fixar 

amb paraformaldehid al 4% tamponat per a processar-lo posteriorment i fer-

ne l’anàlisi histològic i immunohistològic. 

Es van recollir també mostres de sang de l’animal trasplantat a les 24 

hores després del trasplantament, amb tubs contenint heparina que es van 

mantenir a 4ºC fins que van ser centrifugats a 3000g durant 10 minuts a 4ºC 

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

 

3.43.43.43.4 GRUPS EXPERIMENTALSGRUPS EXPERIMENTALSGRUPS EXPERIMENTALSGRUPS EXPERIMENTALS    

 

3.4.13.4.13.4.13.4.1 ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1    

    

Protocol 1:Protocol 1:Protocol 1:Protocol 1:    Efecte dels bloquejadors de l’Ang II sobre la lesió hepàtica 

per I/R i la regeneració hepàtica 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 lligar la vena suprarenal dreta i l’artèria hepàtica. 

2. Trasplantament de fetge amb empelt de mida reduïda (ROLT) (n=12, 6 

trasplantaments): Es va practicar el ROLT als animals segons la tècnica de 

Kamada ja descrita prèviament en aquesta tesi (248). Es va practicar, 

també, una hepatectomia parcial a l’empelt del 40% extirpant els lòbuls 

caudats i el lòbul lateral esquerre (92, 249, 250). La solució de preservació 

utilitzada per a la perfusió i preservació de l’empelt va ser la solució UW. El 

temps de isquèmia freda va ser d’una hora aproximadament (92), 
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simulant la realitat en la clínica. La durada de la fase anhepàtica va ser de 

17-20 minuts(252). 

3. Precondicionament isquèmic + ROLT (PC) (n=12, 6 trasplantaments): Es 

va practicar el ROLT als animals, però al fetge donant se li va practicar el 

PC. El PC va consistir en interrompre el flux sanguini mitjançant un clamp 

vascular, a nivell de la vena porta i l’artèria hepàtica, durant 10 minuts. 

Posteriorment, es va retirar el clamp deixant que al fetge el flux es 

restablís durant 10 minuts més. Al final d’aquest període es va procedir a la 

perfusió del fetge amb la solució d’UW (253). 

4. ROLT + antagonista del receptor AT1 de l’Ang II (AT1R) (ROLT + 

antagonista AT1R) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes 

condicions que al grup 2 però es va administrar oralment als animals un 

antagonista de l’AT1R (Losartan) 24 hores i una hora  abans del procés 

quirúrgic, tant al donant com al receptor. La dosi administrada va ser de 

5mg/kg (254). 

5. ROLT + antagonista del receptor AT2 de l’Ang II (AT2R) (ROLT + 

antagonista AT2R) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes 

condicions que al grup 2 però es va administrar intravenosament un 

antagonista de l’AT2R (PD123319) als animals donants 25 minuts abans 

de la isquèmia freda i als animals receptors just després de la finalització 

del trasplantament. La dosi administrada va ser de 30mg/kg (142). 

6. ROLT + inhibidor de l’enzim convertidor de l’angiotensina (ACE) (ROLT + 

inhibidor ACE) (n=12, 6 trasplantaments): Es van realitzar les mateixes 

condicions que al grup 2 però es va administrar oralment un inhibidor de 

l’ACE (Captopril) 24 hores i una hora abans del procés quirúrgic, 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’avaluació de la lesió hepàtica es va realitzar mitjançant la 

determinació de transaminases en plasma. Es van realitzar també les 

determinacions de nivells d’Ang II i BK i els nivells d’expressió de 

l’angiotensinogen i l’enzim ACE en el teixit hepàtic. Per avaluar la regeneració 

hepàtica es van determinar l’índex de marcatge de l’antigen nuclear de 

proliferació cel·lular (PCNA) i els nivells de HGF i TGF-β en el teixit hepàtic. 

Finalment, també es va fer l’estudi histològic del fetge. 
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Protocol 2:Protocol 2:Protocol 2:Protocol 2: Paper de la BK en els efectes dels bloquejadors de l’Ang II 

en la lesió hepàtica per I/R i la regeneració hepàtica en el ROLT 24 hores 

després del trasplantament. Grups:  

 

7. ROLT + inhibidor de l’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 però es va administrar oralment un 

inhibidor de l’enzim ACE (Captopril) 24 hores i una hora  abans del procés 

quirúrgic, tant al donant com al receptor. També es va administrar un 

antagonista del receptor 2 de la BK (HOE140), subcutàniament, una hora 

abans del procés quirúrgic i durant tot el procés de la cirurgia (amb l’ús 

d’un bolus subcutani), només al receptor. La dosi administrada va ser de 

100mg/kg per l’inhibidor de l’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, 

però es va administrar un antagonista del receptor 2 de la BK (HOE140), 

subcutàniament, una hora abans del procés quirúrgic i durant tot el 

procés de la cirurgia (amb l’ús d’un bolus subcutani), només al receptor. 

La dosi administrada va ser de 0.5mg/kg (142). 

9. ROLT + antagonista del receptor AT1 de l’Ang II + antagonista del receptor 

AT2 de l’AngII + 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 

però es va administrar intravenosament un antagonista de l’AT2R 

(PD123319) als animals donants 25 minuts abans de la isquèmia freda i als 

animals receptors just després de la finalització del trasplantament. 

També es va administrar un antagonista del receptor 2 de la BK 

(HOE140), subcutàniament, una hora abans del procés quirúrgic i durant 

tot el procés de la cirurgia (amb l’ús d’un bolus subcutani), només 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 bioquímiques i l’anàlisi histològica del fetge 

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

    

Protocol 1Protocol 1Protocol 1Protocol 1:::: Paper de les MMP en l’efecte protector del PC en la lesió 

hepàtica per I/R i la regeneració hepàtica 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 l’artèria hepàtica. 

2. Trasplantament de fetge amb empelt de mida reduïda (ROLT) (n=12, 6 

trasplantaments): Es va practicar el ROLT als animals segons la tècnica de 

Kamada ja descrita prèviament en aquesta tesi (248). Es va practicar, 

també, una hepatectomia parcial a l’empelt del 40% extirpant els lòbuls 

caudats i el lòbul lateral esquerre (92, 249, 250). La solució de preservació 

utilitzada per a la perfusió i preservació de l’empelt va ser la solució UW. El 

temps d’isquèmia freda va ser d’una hora aproximadament (92), simulant 

la realitat en la clínica. La durada de la fase anhepàtica va ser de 17-20 

minuts (252). 

3. Precondicionament isquèmic +  ROLT (PC) (n=12, 6 trasplantaments): Es 

va practicar el ROLT als animals però al fetge donant se li va practicar el 

PC. El PC va consistir a interrompre el flux sanguini mitjançant un clamp 

vascular, a nivell de la vena porta i l’artèria hepàtica, durant 10 minuts. 

Posteriorment, es va retirar el clamp deixant que al fetge el flux es 

restablís durant 10 minuts més. Al final d’aquest període es va procedir a la 

perfusió del fetge amb la solució d’UW (253). 

4. PC + inhibidor de l’activitat de la MMP2 (PC + inhibidor MMP2) (n=12, 6 

trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 3 

però es va administrar intravenosament un inhibidor de la MMP2 

(Calbiochem, Alemanya) al donant 25 minuts abans de la isquèmia freda i 

al receptor just després del trasplantament. La dosi administrada va ser 

de 5μg/kg (255). 

 

24 hores després del trasplantament es van recollir les mostres de 

plasma i teixit. L’avaluació de la lesió hepàtica es va realitzar mitjançant la 

determinació de transaminases en plasma. Es van realitzar també les 

determinacions de nivells d’activitat i expressió de les MMP2 i MMP9, i els 

nivells de la JNK fosforil·lada en el teixit hepàtic. Per avaluar la regeneració 

hepàtica es van determinar l’índex de marcatge de l’antigen nuclear de 
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proliferació cel·lular (PCNA), i els nivells de HGF i TGF-β en el teixit hepàtic. 

Finalment, també es va fer l’estudi histològic del fetge. 

 

Protocol 2Protocol 2Protocol 2Protocol 2:::: Paper de la JNK en la inducció de l’expressió i l’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, però es va administrar 

subcutàniament 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, 

però 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 després 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, però es va administrar 

intravenosament un donador d’NO (Spermine NONOate, Cayman 

Chemical, Ann Arbor, EEUU) 5 minuts abans de la perfusió del fetge amb 

la solució UW. La dosi administrada va ser de 10mg/kg (251). 

8. PC + inhibidor de la síntesi d’NO (NAME) (PC + NAME) (n=12, 6 

trasplantaments): Es van realitzar les mateixes condicions que al grup 3, 

però es va administrar intravenosament un metil ester metil de Nω-nitro-L-

arginina (NAME, Sigma-Aldrich, Madrid) al donant just després de l’inici de 

la isquèmia 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 bioquímiques i l’anàlisi histològica del fetge 

van ser les mateixes que al protocol 1. 
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3.53.53.53.5 DETERMINACIONS BIOQUÍMIQUESDETERMINACIONS BIOQUÍMIQUESDETERMINACIONS BIOQUÍMIQUESDETERMINACIONS BIOQUÍMIQUES    

    

3.5.13.5.13.5.13.5.1 NIVELLS DE TRANSAMINASESNIVELLS DE TRANSAMINASESNIVELLS DE TRANSAMINASESNIVELLS DE TRANSAMINASES    

    

L’aspartat aminotransferasa (AST) i l’alanina aminotransferasa (ALT) 

són els enzims coneguts com a transaminases. Són enzims citoplasmàtics 

molt abundants al fetge que participen en el metabolisme dels aminoàcids, 

realitzant la conversió d’un aminoàcid en un àcid carboxílic.  

Quan es produeix una lesió hepàtica, aquestes transaminases són 

alliberades al torrent sanguini de manera que la determinació dels seus nivells 

és un reflex de la lesió hepàtica. 

L’activitat d’aquestes proteïnes es va determinar amb l’ús d’un kit 

comercial de Boehringer Manheim (Manheim, Alemanya). L’assaig enzimàtic 

mesura la desaparició de NADH mitjançant espectrofotometria a una longitud 

d’ona de 365nm. 

Les reaccions que es duen a terme són les següents: 

• ALT: 

2-Oxoglutarat + L-arginina                           Piruvat + L-Glutamat 

Piruvat + NADH + H++++                                                                                                                                            D-Lactat + NAD++++    

    

• AST: 

2-Oxoglutarat + L-Aspartat                          Oxalacetat + L-Glutamat 

Oxalacetat + NAD+H++++                                                                                                                                                D-malat + NAD++++    

    

3.5.23.5.23.5.23.5.2 NNNNIVELLS DE ANGIOTENSINA IIIVELLS DE ANGIOTENSINA IIIVELLS DE ANGIOTENSINA IIIVELLS DE ANGIOTENSINA II    

    

Es van bullir les mostres de teixit hepàtic en un tampó que contenia 

àcid acètic 0.1M i un comprimit d’inhibidor de proteases (Complete Mini, 

Roche, Suïssa) durant 10 minuts. Posteriorment, es van homogeneïtzar les 

mostres amb un homogeneïtzador Polytron. Després de refredar les mostres 

en gel, es van centrifugar a 2000g durant 20 minuts a 4ºC. Es va extreure el 

sobrenedant i es va evaporar amb l’ajuda d’un concentrador de buit Savant. 

Finalment, es van congelar les mostres a -40ºC fins a la seva utilització. 

Per a determinar els nivells d’Ang II es va utilitzar un kit comercial del 

tipus ELISA (de l’anglès enzyme-linked immunoassay) de la casa SPI bio, 

Montigny Le Bretonneux, França. Aquests kits es basen en la unió 

ALT 

LDH 

AST 

MDH 
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d’anticossos contra l’Ang II al fons dels pous d’una placa de 96 pous on 

s’uneix la proteïna Ang II continguda al teixit hepàtic. La molècula de Ang II 

s’uneix a l’anticòs a través d’enllaços covalents. Posteriorment, es renta la 

placa i s’incuba amb un anticòs contra l’Ang II marcat amb la 

acetilcolinesterasa. Finalment, s’afegeix un substrat de l’enzim mencionat 

que també és un cromogen i que, per tant, permet utilitzar 

l’espectrofotòmetre per detectar el nivell d’absorbància (a una longitud d’ona 

de 450nm) de cada pou i que és proporcional al nivell de Ang II de cadascun 

(Figura 3.13). 

                      

 

 

 

3.5.33.5.33.5.33.5.3 NIVELLS DE BRADICININANIVELLS DE BRADICININANIVELLS DE BRADICININANIVELLS DE BRADICININA    

    

Per a determinar els nivells de BK en el teixit hepàtic, es van 

homogeneïtzar les mostres de fetge en un tampó que contenia 90% d’etanol 

i 0.1% de trifluoroacètic,  en un homogeneïtzador Polytron. Seguidament, es 

van sonicar les mostres durant 30 segons i es van centrifugar a 1500g durant 

30 minuts a 4ºC. Finalment, es van passar les mostres pel concentrador de 

buit Savant, es van redissoldre en un tampó del kit comercial i es van 

centrifugar a 10000g durant 15 minuts a 4ºC. 

A continuació, es van determinar el nivells de BK amb la utilització d’un 

kit de la casa comercial Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, Estats Units. El 

kit també es basa en la tècnica immunològica d’ELISA amb la utilització d’un 

anticòs conjugat amb l’estreptavidina amb peroxidasa que catalitza la solució 

Figura 3.13Figura 3.13Figura 3.13Figura 3.13. Esquema del sistema ELISA. 
Font: Cell Signaling Tech. 
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substrat per a poder llegir-ne l’absorbància a 450nm en un 

espectrofotòmetre.  

 

3.5.43.5.43.5.43.5.4 NIVELLS DE CNIVELLS DE CNIVELLS DE CNIVELLS DE C----JUN NJUN NJUN NJUN N----TERMINAL CINASA FOSFORIL·LADATERMINAL CINASA FOSFORIL·LADATERMINAL CINASA FOSFORIL·LADATERMINAL CINASA FOSFORIL·LADA (JNK) (JNK) (JNK) (JNK)    

    

Es van homogeneïtzar les mostres de teixit hepàtic amb un tampó que 

contenia Tris base 10mM, clorur de sodi 100mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, 

fluorur de sodi 1mM, ortofosfat de sodi 20mM, ortovanadat de sodi 2mM, 

tritó X-100 a l’1%, glicerol al 10%, SDS al 0.1%, àcid deoxicòlic al 0.5%, PMSF 

1mM i un comprimit d’inhibidors de proteases (Complete Mini, Roche, Suïssa) 

a pH 7.4. Es van incubar les mostres homogeneïtzades en gel durant 20-30 

minuts i es van centrifugar a 4000g durant 15 minuts a 4ºC. Finalment, es van 

congelar els sobrenedants a -80ºC. 

Per determinar els nivells de JNK fosforilada en el teixit hepàtic es va 

utilitzar un kit comercial ELISA de la casa Invitrogen, Camarillo, Estats Units. 

Aquest kit utilitza per a la detecció de la proteïna d’interès un anticòs conjugat 

amb la peroxidasa que catalitza la solució substrat per a poder llegir-ne 

l’absorbància a 450 nm en un espectrofotòmetre. 

 

3.5.53.5.53.5.53.5.5 NIVELLS D’NIVELLS D’NIVELLS D’NIVELLS D’HGFHGFHGFHGF    

    

Es van homogeneïtzar les mostres de teixit hepàtic amb un tampó que 

contenia Tris hidròxid clorhídric 20mM, clorur de sodi 2M, Tween 80 al 0.1%, 

EDTA 1mM, i PMSF 1mM a un pH de 7.5 amb l’ajuda d’un homogeneïtzador 

Polytron. Seguidament, es van centrifugar els homogeneïtzats a 20000g 

durant 60 minuts a 4ºC. Es va recollir el sobrenedant i es va congelar a            

-40ºC. 

Per determinar els nivells d’HGF en el teixit es va utilitzar un kit 

comercial de la casa  B-Bridge International Inc., Tokio, Japó. Per a la 

detecció de la proteïna d’interès, aquest kit utilitza un anticòs marcat amb la 

peroxidasa i una solució substrat de la qual se’n pot llegir l’absorbància a 450 

nm en un espectrofotòmetre. 
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3.5.63.5.63.5.63.5.6 NIVELLS DE NIVELLS DE NIVELLS DE NIVELLS DE TGFTGFTGFTGF----�    

    

Per a la determinació del TGF-�, les mostres de fetge van ser 

homogeneïtzades amb un tampó fosfat que contenia PMSF 2mM i 

pepstatina A 1mg/ml a 4ºC amb l’ajuda d’un homogeneïtzador Polytron. 

Seguidament, les mostres van ser centrifugades a 10000g durant 10 minuts a 

4ºC i es va recollir el sobrenedant del qual es va determinar la concentració 

de TGF-� actiu. Per a mesurar la concentració de TGF-� total (actiu + latent), 

les mostres es van acidificar amb hidròxid clorhídric 1M i després es van 

neutralitzar amb hidròxid de sodi 1M. 

Per a la determinació tant dels nivells totals com actius de TGF-� es va 

utilitzar un kit de la casa comercial Biosource, Camarillo, Estats Units. Aquest 

kit utilitza per a la detecció de la proteïna d’interès un anticòs conjugat amb la 

peroxidasa que catalitza la solució substrat per a poder llegir-ne 

l’absorbància a 450 nm en un espectrofotòmetre. 

 

3.5.73.5.73.5.73.5.7 CONCENTRACIÓ DE PROTEÏNESCONCENTRACIÓ DE PROTEÏNESCONCENTRACIÓ DE PROTEÏNESCONCENTRACIÓ DE PROTEÏNES    

    

La concentració de proteïnes en els extrets de fetge de les mostres 

utilitzades per als estudis es va determinar amb el mètode colorimètric de 

Bradford amb la utilització del reactiu comercial BioRad (Richmon, EEUU). 

Aquest assaig es basa en el canvi d’absorbància, en medi àcid, que presenta 

el blau de coomassie en unir-se a les proteïnes. La concentració de proteïnes 

és directament proporcional a l’absorbància observada a una longitud d’ona 

de 595nm. Es va emprar una recta patró d’albúmina de la qual el punt més 

concentrat era 4.75mg/ml, i a partir d’aquesta concentració es van fer 6 

dilucions seriades a la meitat. 

 

3.63.63.63.6 TÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULARTÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULARTÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULARTÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR    

    

3.6.13.6.13.6.13.6.1 ZIMOGRAFIAZIMOGRAFIAZIMOGRAFIAZIMOGRAFIA    

    

La zimografia és una tècnica electroforètica que permet observar 

l’activitat d’alguns enzims. Es realitza amb poliacrilamida i en condicions 

suaus per evitar la pèrdua de l’activitat de l’enzim estudiat.�Per a la detecció 

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 hepàtic 

de la manera que descriurem a continuació. Es van homogeneïtzar les 

mostres amb un homogeneïtzador manual amb un tampó de lisis sense 

inhibidors de proteases. El tampó contenia Tris HCl 50mM, clorur de sodi 

150mM, clorur de calci 5mM, BRIJ-35 al 0.05%, azida sòdica al 0.02% i tritó 

X-100 a l’1% a un pH de 7.6. A continuació, es van centrifugar les mostres a 

12000g durant 10 minuts a 4ºC i es van guardar els sobrenedants. 

Posteriorment, es van extreure les MMP d’aquests amb l’ajuda d’una 

columna d’afinitat gelatina-sefarosa (Gelatin-Sepharose 4B, Amersham 

Bioscience, Uppsala, Suècia) 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 -80ºC fins a la realització de la 

zimografia. 

Per a fer la zimografia de gelatina es van barrejar els extrets de MMP 

amb un tampó de càrrega 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 4ºC. 

Com a marcadors de pes, es van utilitzar un estàndards de zimografia 

(Chemicon, Billerica, EEUU). Un cop acabada l’electroforesis, es van fer 3 

rentats de 15 minuts amb un tampó de tritó 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 37ºC 

en un tampó que contenia Tris HCl 50mM, clorur de calci 10mM i azida 

sòdica 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 àcid acètic al 10%. I 

finalment, es van destenyir els gels fins que les bandes van ser visibles amb 

una solució de destinció que contenia àcid acètic al 10% i metanol al 10%(158, 

257). Finalment, es van obtenir les imatges per a la densitometria amb un 

densitòmetre (Agfa, Barcelona), que posteriorment van ser analitzades amb 

el programa Quantity One. 

 

3.6.23.6.23.6.23.6.2 WESTERN BLOTWESTERN BLOTWESTERN BLOTWESTERN BLOT    

 

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

teixit hepàtic realitzats de les següent manera: 
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Es van homogeneïtzar 250mg de teixit hepàtic en 700μL de tampó 

d’homogeneïtzació que contenia Tris-HCl 50mM (pH=7.6), NaCl 150mM, 

CaCl2 5mM, BRIJ-35 0.05%, NaN3 0.02%, Tritó X-100 1% i una pastilla de 

inhibidors de proteases per cada 50 mL de tampó (Complete, Roche). Es 

van homogeneïtzar els teixits amb l’ajut d’un homogeneïtzador manual de la 

casa Sartorius i després es van centrifugar a 12.000g durant 10 minuts a 4ºC. 

De cada homogeneïtzat se’n va reservar el sobrenedant i se’n va determinar 

la concentració de proteïnes amb un reactiu comercial de BioRad (Richmon, 

EEUU).  

Les mostres es van barrejar amb tampó de càrrega (relació 1:1), que 

constava de β-mercaptoetanol i tampó Laemmli (BioRad, EEUU) en 

proporció 1:20. Es van carregar 100μg de proteïna tant per a la MMP2 com 

per a la uPA i el TIMP2. Es va fer córrer un gel al 10% de SDS-poliacrilamida 

per separar les proteïnes 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 proteïnes. 

Es van incubar les membranes una hora a temperatura ambient amb 

un tampó de blocatge (5% de llet en pols no greixosa en TBS amb el 0.1% de 

Tween-20). La incubació amb l’anticòs primari es va fer durant tota la nit a 

4ºC. Les dilucions van ser les següents per a cada anticòs: dilució 1/200 per 

la MMP2, dilució 1/500 per la uPA i dilució 1/500 per al TIMP2 en un tampó 

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 tampó TBS amb el 0.1% 

de Tween-20 en 3 rentats de 10 minuts i es van incubar amb l’anticòs 

secundari conjugat amb la peroxidasa anti-mouse a una dilució 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 més. 

Per a la visualització 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 pel·lícules fotogràfiques. Les pel·lícules obtingudes van ser 

escanejades i analitzades amb el software QuantityOne (BioRad, CA, EEUU). 

La quantificació de les diferents proteïnes va ser estandarditzada amb la 

quantificació de la β-actina obtinguda gràcies a la incubació de les mateixes 
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membranes amb l’anticòs primari anti-β-actina (dilució 1/1000 en tampó TBS 

amb el 0.1% de Tween-20 i amb el 5% de llet en pols no grassa, durant tota 

la nit a 4ºC. Finalment, es van incubar les membranes amb l’anticòs 

secundari anti-mouse (dilució 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 quimiluminiscent de la mateixa manera que 

hem descrit anteriorment, però utilitzant el reactiu Immun-Star HRP de 

BioRad (CA, EEUU). L’anàlisi de les dades es va fer de la mateixa manera que 

hem descrit prèviament. 

Els anticossos primaris utilitzats contra la MMP2 van ser comprats a la 

casa  Chemicon (Millipore, 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-β-actina de la casa Sigma Chemical 

(St. Louis, EEUU). 

 

3.6.33.6.33.6.33.6.3 PCR A TPCR A TPCR A TPCR A TEMPSEMPSEMPSEMPS R R R REALEALEALEAL    

    

Per a analitzar l’expressió de l’angiotensinogen, l’enzim ACE i les 

MMP2 i 9, es van realitzar PCR a temps real (RT-PCR). 

Primer es va aïllar l’RNA total de les mostres de fetge amb la utilització 

d’un kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen, Barcelona). Bàsicament, es va 

homogeneïtzar el teixit hepàtic, es va centrifugar l’homogenat i es va passar 

per una columna de purificació d’RNA. Un cop purificat l’RNA total de les 

mostres, es va quantificar amb l’ajuda d’un espectrofotòmetre NanoDrop 

(Thermo Scientific, Wilmington, EEUU). A continuació, es va obtenir el cDNA a 

través de la retrotranscripció amb l’ajuda d’un kit comercial (Rady-to-go You-

Prime First-strand Beds (Amersham, Uppsala, Suècia). 

Finalment, es va amplificar el cDNA dels gens angiotensinogen, ACE, 

MMP2 i MMP9 mitjançant la RT-PCR amb els “sets” de “primers” Assays-on-

Demand TaqMan Rn00593114_m1 per l’angiotensinogen, Rn00561094_m1 

per l’ACE, Rn02532334_s1 per la MMP2, Rn00579162_m1 per la MMP9 i 

Rn00667869_m1 per la β-actina (Applied Biosystems, Foster City, EEUU) 

(Figura 3.14). La quantificació de l’expressió gènica dels gens d’interès es va 

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

CT(258). 
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3.73.73.73.7 TÈCNIQUES HISTOLÒGIQUESTÈCNIQUES HISTOLÒGIQUESTÈCNIQUES HISTOLÒGIQUESTÈCNIQUES HISTOLÒGIQUES    

    

3.7.13.7.13.7.13.7.1 IIIIMMUNOHISTOQUÍMICA DE MMUNOHISTOQUÍMICA DE MMUNOHISTOQUÍMICA DE MMUNOHISTOQUÍMICA DE PCNAPCNAPCNAPCNA    

    

L’antigen nuclear de proliferació cel·lular (PCNA) és una proteïna 

multifuncional de 32 KDa que s’expressa en grans quantitats al final de la fase 

G1 i al principi de la fase S del cicle cel·lular. Aquesta proteïna és essencial per 

a la progressió del cicle ja que forma part de la maquinària de replicació del 

DNA, funcionant com a proteïna accessòria a la DNA polimerasa � i de la 

polimerasa �. La determinació d’aquesta proteïna ens dóna una idea de la 

proporció de cèl·lules que s’estan dividint.  

Les mostres de teixit hepàtic es van fixar en paraformaldehid 

tamponat al 4% i passades les 24 hores en van incloure en parafina. Es van 

realitzar talls histològics de 3 μm d’aquests blocs en un ultramicròtom. Els 

talls es van desparafinar amb xilol i es van hidratar amb solucions d’etanol de 

concentracions decreixents. 

Figura 3.14Figura 3.14Figura 3.14Figura 3.14. Esquema de la RT-PCR TaqMan. 
Font: Applied Biosystems. 
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La immunohistoquímica es va realitzar amb l’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 l’anticòs primari anti-PCNA (clone PC10, 

dilució 1:20, Dako, Alemanya). Després, es va incubar amb l’anticòs secundari 

i es van tractar les mostres amb DAB i el substrat cromogen que dóna un 

precipitat marró a les cèl·lules que estan en divisió. Finalment, es tenyeixen 

els talls amb hematoxilina per donar una tinció de contrast i es van muntar els 

portaobjectes. 

L’índex de marcatge de PCNA es va determinar mitjançant el 

comptatge de nuclis tenyits en 30 camps de gran augment. Les dades van 

ser expressades en forma de percentatge de cèl·lules tenyides respecte el 

nombre total d’hepatòcits (259, 260). 

      

3.7.23.7.23.7.23.7.2 EEEESTUDI HISTOLÒGIC AMB STUDI HISTOLÒGIC AMB STUDI HISTOLÒGIC AMB STUDI HISTOLÒGIC AMB HHHHEMATOXILINA EOSINAEMATOXILINA EOSINAEMATOXILINA EOSINAEMATOXILINA EOSINA    

 

Les mostres de fetge es van processar segons el procediment 

estàndard pel seu estudi mitjançant microscòpia òptica. Immediatament 

després de l’extracció, les mostres es van fixar en paraformaldehid tamponat 

al 4% com a mínim durant 24 hores. Després de la inclusió en parafina, es 

van tallar les mostres amb un ultramicròtom en seccions de 4-5μm. 

Finalment es va realitzar la tinció d’hematoxilina eosina. 

Per estudiar la lesió hepàtica, les seccions es van avaluar mitjançant un 

comptatge utilitzant la següent escala: grau 0, lesió mínima o sense 

evidència; lesió 1, lesió greu que consisteix en vacuolització citoplasmàtica i 

picnosis nuclear focal; grau 2, lesió de moderada a severa amb picnosis  

nuclear extensa, hipereosinofília citoplasmàtica; grau 3, necrosi severa amb 

desintegració dels cordons d’hepatòcits, hemorràgies i infiltració de 

neutròfils. Per determinar el grau de necrosi es van valorar 40 camps de gran 

augment per cada secció, de manera aleatòria (261, 262). 
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4.14.14.14.1 ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1    

 

EFFECT OF ANGIOTENSIN IIEFFECT OF ANGIOTENSIN IIEFFECT OF ANGIOTENSIN IIEFFECT OF ANGIOTENSIN II AND BRADYKININ INHIBITION IN RAT  AND BRADYKININ INHIBITION IN RAT  AND BRADYKININ INHIBITION IN RAT  AND BRADYKININ INHIBITION IN RAT 

REDUCEDREDUCEDREDUCEDREDUCED----SIZESIZESIZESIZE LIVER TRANSPL LIVER TRANSPL LIVER TRANSPL LIVER TRANSPLAAAANNNNTATITATITATITATIONONONON    

    

PadrissaPadrissaPadrissaPadrissa----Altés S, FrancoAltés S, FrancoAltés S, FrancoAltés S, Franco----Gou R, Boillot O, Serafin A, Rimola A, Arroyo V, Gou R, Boillot O, Serafin A, Rimola A, Arroyo V, Gou R, Boillot O, Serafin A, Rimola A, Arroyo V, Gou R, Boillot O, Serafin A, Rimola A, Arroyo V, 

Rodés J, Peralta C & RosellóRodés J, Peralta C & RosellóRodés J, Peralta C & RosellóRodés J, Peralta C & Roselló----Catafau J.Catafau J.Catafau J.Catafau J.    

    

Liver TransplantationLiver TransplantationLiver TransplantationLiver Transplantation, 2009; 15:313, 2009; 15:313, 2009; 15:313, 2009; 15:313----320.320.320.320.    

    

    

Aquest estudi va examinar si els bloquejadors de l’acció de l’Ang II 

(antagonista de l’AT1R, antagonista de l’AT2R i el inhibidor de l’ACE) podien 

reduir la lesió hepàtica per I/R i millorar la regeneració hepàtica en el ROLT, i si 

els efectes protectors del PC en el ROLT podien ser explicats a través de 

canvis en l’Ang II. Es va demostrar que els empelts hepàtics reduïts generen 

Ang II després d’un ROLT i que això està associat amb un increment dels 

nivells d’mRNA de l’angiotensinogen i l’ACE. A més, la inhibició de l’Ang II no 

contribueix a la protecció induïda per PC en el ROLT. Tots els bloquejadors 

de l’acció de l’Ang II van reduir la lesió per I/R però cap va incrementar la 

regeneració hepàtica. L’antagonista del receptor de la BK va incrementar la 

regeneració hepàtica però no va reduir la lesió per I/R en els ROLT. Finalment, 

la combinació dels bloquejadors de l’acció de l’Ang II i l’antagonista del 

receptor de la BK va reduir la lesió per I/R i va incrementar la regeneració 

hepàtica després d’un ROLT. En conclusió, els bloquejadors de l’acció de 

l’Ang II o l’antagonista del receptor de la BK no poden, per ells sols, millorar el 

pronòstic del ROLT, ja que encara que els bloquejadors de l’acció de l’Ang II 

redueixen la lesió per I/R i que l’antagonista del receptor de la BK va 

incrementar la regeneració hepàtica, cap dels dos pot induir els dos canvis 

alhora. Conseqüentment, seria d’interès clínic aplicar ambdós tractaments 

simultàniament.�

    

*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex 2 2 2 2    
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4.24.24.24.2 ESTUDI 2ESTUDI 2ESTUDI 2ESTUDI 2    

    

MATRIX METALLOPROTEINASE 2 IN REDUCEDMATRIX METALLOPROTEINASE 2 IN REDUCEDMATRIX METALLOPROTEINASE 2 IN REDUCEDMATRIX METALLOPROTEINASE 2 IN REDUCED----SIZE LIVER SIZE LIVER SIZE LIVER SIZE LIVER 

TRANSPLANTATION: BEYOND THE MATRIXTRANSPLANTATION: BEYOND THE MATRIXTRANSPLANTATION: BEYOND THE MATRIXTRANSPLANTATION: BEYOND THE MATRIX    

    

PadrissaPadrissaPadrissaPadrissa----Altés S,  Zaouali MA,  Altés S,  Zaouali MA,  Altés S,  Zaouali MA,  Altés S,  Zaouali MA,  FrancoFrancoFrancoFranco----Gou R, Bartrons R, Boillot O,Gou R, Bartrons R, Boillot O,Gou R, Bartrons R, Boillot O,Gou R, Bartrons R, Boillot O,    

Rimola ARimola ARimola ARimola A, , , , Arroyo VArroyo VArroyo VArroyo V, , , , Rodés JRodés JRodés JRodés J, , , , Peralta CPeralta CPeralta CPeralta C & & & & Roselló Roselló Roselló Roselló----Catafau JCatafau JCatafau JCatafau J    

    

American Journal of TransplantationAmerican Journal of TransplantationAmerican Journal of TransplantationAmerican Journal of Transplantation,,,, 2010; In Press. 2010; In Press. 2010; In Press. 2010; In Press.    

    

En aquest estudi vam estudiar la implicació de l’MMP2 i l’MMP9 en els 

efectes protectors del PC en el ROLT. També, vam examinar el paper de la 

JNK i si aquesta regulava l’MMP2 en les condicions esmentades. Els animals 

van ser sotmesos a un ROLT amb o sense previ PC i modulació 

farmacològica, i es van recollir mostres del fetge per ser analitzades. Vam 

observar que l’MMP2, però no l’MMP9, està implicada en els efectes 

protectors del PC en el ROLT. L’MMP2 va reduir la lesió per I/R i va 

incrementar la regeneració hepàtica. A més, la inhibició de l’MMP2 en el PC 

va reduir la supervivència dels animals després d’un ROLT. La inhibició de la 

JNK en el grup PC, va reduir la lesió per I/R i va millorar la regeneració 

hepàtica. També, la JNK va regular a la alça l’MMP2 en el PC. A més, també 

vam demostrar que el TIMP2 també està regulat a l’alça pel PC i que la 

modulació 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 terapèutics per a reduir la lesió per I/R i incrementar la 

regeneració hepàtica després d’un ROLT, factors que són les limitacions més 

grans en el transplantament de fetge de donant viu. 

 

*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex*Article sencer a l’annex 3 3 3 3    
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5.DISCUSSIÓ 
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5.1 5.1 5.1 5.1 EFECTE DE LA INHIBICIÓ DEEFECTE DE LA INHIBICIÓ DEEFECTE DE LA INHIBICIÓ DEEFECTE DE LA INHIBICIÓ DE L’ L’ L’ L’ANGIOTENSINA II I LA ANGIOTENSINA II I LA ANGIOTENSINA II I LA ANGIOTENSINA II I LA 

BRADICININA ENBRADICININA ENBRADICININA ENBRADICININA EN EL EL EL EL ROLT EN RATA ROLT EN RATA ROLT EN RATA ROLT EN RATA    

    

El primer estudi presentat en aquest memòria mostra el paper de l’Ang 

II i la BK en el dany hepàtic per I/R i la regeneració hepàtica en el model de 

trasplantament hepàtic amb empelt de mida reduïda en rata (Figura 5.1). 

Segons estudis anteriors, l’Ang II està involucrada en la patogènesis 

del dany de l’òrgan diana, incloent el vessament cerebral, les malalties del 

ronyó i l’infart de miocardi, tant en situacions clíniques com experimentals 

(263-266). Estudis del fetge van mostrar els efectes beneficiosos de 

l’activació dels receptors de l’Ang II, l’AT1R i l’AT2R, sobre el dany hepàtic per 

I/R i en el trasplantament de fetge complet (254, 267, 268). En aquest estudi 

es va mostrar que el fetge és capaç de generar Ang II després d’un ROLT i 

que això està associat a un increment d’angiotensinogen i d’mRNA de l’ACE. 

A més, els nostres resultats van indicar que l’ús de bloquejadors de l’acció de 

l’Ang II, com per exemple els antagonistes de l’AT1R i l’AT2R i els inhibidors de 

l’ACE, podrien ser prometedors per a la reducció del dany hepàtic associat al 

ROLT. El present estudi demostra que els bloquejadors de l’acció de l’Ang II 

redueixen el dany hepàtic. Tot i això, es requereixen més estudis per 

determinar els mecanismes pels quals aquests bloquejadors milloren el dany 

hepàtic després d’un ROLT. Un d’aquests mecanismes podria ser l’alteració 

de la microcirculació hepàtica. Sabem per la literatura que la inhibició de 

l’activitat de l’AT1R millora la microcirculació hepàtica en un model d’I/R 

normotèrmica en gossos (267). Per altra banda, també coneixem els efectes 

beneficiosos dels bloquejadors de l’Ang II sobre la hipertensió en humans 

(269). 

En la investigació del PC, estudis previs van mostrar resultats 

contradictoris en relació a l’efecte d’aquest sobre l’Ang II (142, 270-272). 

Alguns estudis del cor indiquen que el PC inhibeix les accions biològiques de 

l’Ang II (270), mentre que altres estudis mostren que l’Ang II participa en els 

efectes protectors del PC (271, 272). Un estudi recent del nostre grup va 

mostrar un efecte diferencial del PC sobre l’Ang II en un model experimental 

d’isquèmia normotèrmica, dependent del tipus de fetge; el PC va reduir la 

producció d’Ang II en fetges grassos, però no en fetges no grassos (142). A 

més, estudis anteriors del nostre grup, ja havien descrit els efectes 

beneficiosos del PC sobre la I/R hepàtica i la regeneració en un ROLT (251). 
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Els resultats del present estudi van mostrar que el PC no modifica l’expressió 

dels enzims o precursors capaços de generar Ang II. Per altra banda, la 

manca de canvis en l’expressió d’aquests no significa que hi puguin haver 

modificacions post-transcripcionals que acabin modificant els nivells de 

proteïna. De totes maneres, en els nostres estudis hem pogut veure que els 

efectes beneficiosos del PC no són deguts a canvis en la generació d’Ang II. 

 

 

 

 

 

Els efectes beneficiosos dels inhibidors de l’ACE sobre la regeneració 

hepàtica després d’una hepatectomia són ben coneguts gràcies a estudis 

previs (144, 145). Altres estudis van mostrar que els inhibidors de l’ACE 

incrementen els nivells d’mRNA de l’HGF renal i la concentració d’HGF 

cardíac en models experimentals de rates hipertenses (273). A més, altres 

investigacions també van mostrar que l’Ang II regula a la baixa la producció 

d’HGF en cèl·lules mesangials en cultiu (274). L’HGF i el TGFβ són els 

marcadors més comuns de regeneració del fetge usats en models de 

regeneració hepàtica en rates (275). L’HGF és el més potent dels mitògens 

del fetge (89). Per altra banda, el TGFβ inhibeix la síntesi d’ADN 

hepatocel·lular tant en cultiu (276, 277) com in vivo(95). S’ha suggerit que el 

TGFβ pot ser el principal contra regulador de la proliferació hepatocitària 

durant la regeneració (278). Els nostres resultats van mostrar que ni els 

AT1R 

Angiogen. 

ACE 

AngII 

AT2R 

LESIÓ 

BK Fragments inactius 

ROLT 

REGENERACIÓ 

Figura 5.1Figura 5.1Figura 5.1Figura 5.1. Els sistema RAS en el ROLT. 
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inhibidors de l’ACE ni cap dels bloquejadors de l’Ang II són capaços d’induir la 

regeneració hepàtica després d’un ROLT: Els inhibidors de l’ACE no van 

modificar ni els nivells d’hepatòcits positius per PCNA ni els nivells de cap 

factor de creixement (HGF i TGFβ) comparats amb els del grup ROLT sense 

cap tractament. 

Els inhibidors de l’ACE no només inhibeixen la generació d’Ang II, sinó 

que també promouen l’augment de la concentració de BK, ja que l’ACE 

també pot degradar la BK (152). En aquest estudi també vam demostrar que 

la BK no juga cap paper en el dany hepàtic per I/R associat a un ROLT ja que 

l’antagonista del receptor de la BK administrat a un grup ROLT no va 

modificar els nivells de dany hepàtic. Contràriament, l’antagonista del 

receptor de la BK si que va modificar els nivells de regeneració hepàtica quan 

es va administrar a un grup ROLT. L’antagonista del receptor de la BK va 

millorar la regeneració hepàtica després d’un ROLT tal i com es va poder 

observar en l’increment dels nivells d’hepatòcits positius per PCNA, 

l’increment en els nivells d’HGF i la reducció en els de TGFβ. Per altra banda, 

tots els bloquejadors de l’Ang II van disminuir el dany hepàtic després d’un 

ROLT, però cap no va incrementar la regeneració hepàtica. Els paràmetres 

histològics i bioquímics de dany hepàtic dels grups ROLT + inhibidor del ACE, 

ROLT + antagonista AT1R, i ROLT + antagonista AT2R van resultar en nivells 

més baixos que els del grup ROLT, però cap no va mostrar diferències amb 

el grup ROLT en els paràmetres de regeneració hepàtica. Observant 

aquestes dades hom s’adona que la inhibició conjunta de l’acció de l’Ang II i 

de la BK ajudaria a reduir el dany hepàtic per I/R i a millorar la regeneració 

hepàtica després d’un ROLT. Efectivament, els resultats obtinguts d’un grup 

ROLT al qual se li van administrar els bloquejadors de l’Ang II i l’antagonista 

del receptor de la BK van mostrar una millora tant en el dany hepàtic com en 

la regeneració hepàtica. Clínicament, els bloquejadors de l’Ang II o els 

antagonistes dels receptors de l’Ang II per ells sols no poden millorar 

suficientment el pronòstic del ROLT ja que els primers milloren el dany 

hepàtic i els segons milloren la regeneració, però cap dels dos pot millorar els 

dos paràmetres alhora. Per tant, el que seria d’interès clínic, seria 

l’administració conjunta d’ambdós. Els inhibidors de l’ACE són àmpliament 

usats en la pràctica clínica, però s’han descrit hepatotoxicitats i malalties 

colestàtiques del fetge degut a la inhibició de l’ACE (279, 280). Tenint en 

compte aquesta observació i el fet que els antagonistes del receptor de l’Ang 
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II van ser igualment efectius en la millora del dany hepàtic després d’un ROLT, 

nosaltres proposem que la millor estratègia per a ser aplicada en un ROLT a fi 

de reduir el dany hepàtic i millorar la regeneració és la combinació dels 

antagonistes del receptor de l’Ang II i els antagonistes del receptor de la BK. 

 

5.25.25.25.2 LA METAL·LOPROTEINASA DE MATRIU 2 EN EL LA METAL·LOPROTEINASA DE MATRIU 2 EN EL LA METAL·LOPROTEINASA DE MATRIU 2 EN EL LA METAL·LOPROTEINASA DE MATRIU 2 EN EL 

TRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE MIDA REDUÏDATRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE MIDA REDUÏDATRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE MIDA REDUÏDATRASPLANTAMENT HEPÀTIC DE MIDA REDUÏDA    

    

El segon estudi presentat en aquesta memòria mostra el paper de 

l’MMP2 en els mecanismes del PC en el ROLT, i la seva regulació a través de 

la JNK i el TIMP2. 

És ben sabut que les MMP estan involucrades en el procés de la I/R 

hepàtica. De fet, diversos estudis experimentals d’I/R hepàtica en rata van 

demostrar que les MMP estan regulades a l’alça després d’una I/R (157-159, 

281). En particular, Shirahane et al. van demostrar que la inhibició de les MMP 

redueix el dany hepàtic per I/R (159). Per altra banda, les MMP també 

participen en el procés de la regeneració hepàtica a través de la remodelació 

de l’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 regeneració hepàtica, tal i com és el cas del ROLT. D’aquesta manera, 

tampoc no hi ha informació sobre el paper de les MMP en els efectes 

benèfics del PC en el ROLT. En aquest estudi, vam mostrar per primer cop 

que els efectes protectors del PC en el ROLT són deguts, en part, a un 

increment dels nivells d’MMP2. En les nostres condicions, el PC va 

comportar un augment de l’activitat i de l’expressió d’mRNA de l’MMP2. De 

fet, el que vam poder observar va ser que els nivells d’mRNA de l’MMP2 en el 

grup ROLT eren molt més baixos que en el grup Sham. Però quan aplicaven 

el PC abans del ROLT, els nivells d’mRNA de l’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 l’expressió de l’MMP2, però el PC va revertir 

aquesta repressió i va restaurar l’expressió de l’mRNA de l’MMP2 fins a 

nivells del grup Sham. D’aquesta manera, la proteïna MMP2 pot ser 

sintetitzada a un ritme normal de nou i exercir la seva funció, vital per a la 

regeneració 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 l’MMP2 s’expressa de forma latent en fetges control (158, 

282). Tenint en compte aquesta observació i el fet que el ROLT provoca que 

els nivells d’mRNA de l’MMP2 disminueixin fins a nivells inferiors als del grup 

Sham, no és sorprenent que el fetge pateixi un dany tan sever quan és 

sotmès a un ROLT. A més, la inhibició de l’MMP2 en fetges precondicionats 

va comportar una reducció dels efectes protectors del PC fins al punt que la 

supervivència d’aquests animals es va reduir dràsticament. Numèricament, la 

inhibició de l’MMP2 en animals sotmesos a un PC abans del ROLT va reduir la 

supervivència d’aquests en un 65%. Aquests animals (PC+ inhibidor MMP2) 

van mostrar una reducció significativa de la regeneració hepàtica i un 

increment significatiu del dany hepàtic.  

Contràriament al que vam veure amb l’MMP2, no vam observar canvis 

significatius en cap dels grups experimentals excepte per al grup Sham en 

els nivells de l’MMP9. Els nostres resultats mostren que el ROLT és capaç 

d’augmentar els nivells d’mRNA i de proteïna de l’MMP9, però el PC no va 

tenir cap efecte sobre aquesta. Com que els objectius d’aquest estudi eren 

la investigació dels mecanismes del PC, no vam aprofundir en l’estudi 

d’aquest augment de l’MMP9 en el ROLT. De totes maneres, aquest 

augment de l’MMP9 podria ser l’objecte d’investigacions futures. Estudis 

previs van mostrar que l’MMP9 té un paper actiu en el trasplantament 

hepàtic(160), però en el nostre model sembla no estar implicada en els 

mecanismes del PC. De fet, l’augment de l’expressió de l’MMP9 en els 

fetges sotmesos a un ROLT ja ens indica que l’MMP9 està participant 

d’aquest procés i que per tant deu participar del dany hepàtic que es 

manifesta en el ROLT. Per tant, en aquest aspecte, els nostres resultats si 

que estarien en consonància amb la resta d’estudis que diuen que l’MMP9 

és responsable del dany hepàtic (157-159). Però, els mecanismes protectors 

del PC no semblen activar o modificar l’expressió d’aquesta proteïna. Segons 

els nostres resultats, l’MMP que participa més activament en el procés de la 

regeneració del fetge en el nostre model és l’MMP2, ja que és justament 

l’MMP que s’indueix quan augmenta la regeneració a causa de l’aplicació del 

PC. De totes maneres, tampoc podem descartar el fet que si el PC fos capaç 

d’induir l’MMP9, que aquesta també fos capaç d’augmentar la regeneració. 

Però com que el PC no és capaç d’induir-la, l’MMP9 no té cap efecte sobre 

aquesta. 
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La funció clàssica i més ben coneguda de les MMP és la degradació 

de l’ECM (153). En els darrers anys s’han anat descobrint noves funcions 

d’aquestes proteïnes. Per exemple, estudis recents van indicar que les MMP 

són capaces de processar directament el TGFβ (153, 283) o bé d’alliberar 

l’HGF de l’ECM (284). Sabent això, podem dir que a través d’aquestes 

funcions les MMP poden regular la regeneració hepàtica a través de la 

modulació dels inhibidors i promotors d’aquesta. Nosaltres creiem que 

l’MMP2 és un dels efectors finals del PC i que actua modulant la regeneració 

hepàtica. En altres paraules, pensem que l’MMP2 està implicada en la 

desestructuració de l’ECM, pas previ essencial de la regeneració del fetge. 

Per altra banda, l’MMP2 podria estar interactuant, i per tant modulant, factors 

de creixement com el TGFβ, factor conegut com un dels principals contra 

reguladors de la regeneració hepàtica (285). En resum, nosaltres pensem 

que l’MMP2 és capaç de protegir el fetge després d’un ROLT gràcies a la 

seva acció sobre la regeneració hepàtica, i que aquest fet té un efecte 

indirecte sobre la lesió hepàtica. Sabem que en situacions on el fetge té una 

mida massa petita, com és el cas de la Síndrome del Small-For-Size (286), o 

quan el fetge és incapaç de regenerar-se adientment, com en el cas del 

nostre estudi, el fetge no aconsegueix tenir una mida adient per acomplir les 

seves funcions. En aquests casos, els nivells de transaminases es veuen 

incrementats, reflectint una lesió hepàtica severa (287-289), com en el cas 

del nostre estudi. De totes maneres, tampoc no es pot descartar la 

possibilitat que l’MMP2 pugui modular directament una via de senyalització 

que pugui disminuir directament la lesió hepàtica. 

Estudis anteriors van mostrar que les MMP eren responsables del 

dany per I/R en el fetge (158, 160). Aquesta discrepància amb els nostres 

resultats podria ser deguda bàsicament a la diferència en els models 

experimentals. Els models utilitzats en els estudis esmentats no presenten 

regeneració hepàtica, com en el nostre cas. Com ja hem comentat abans, 

creiem que en el nostre model l’MMP2 participa dels efectes protectors del 

PC  a través de la modulació de la regeneració hepàtica i, per tant, en models 

on aquesta és absent, l’MMP2 pot tenir un paper totalment diferent. 

El paper de la JNK en la I/R i la regeneració hepàtica ha estat objecte 

de controvèrsia durant anys. Existeixen estudis que demostren que la JNK 

participa en la lesió de l’empelt hepàtic després d’un trasplantament de fetge 

(172-174). Alternativament, Lee et al. van mostrar que la inhibició de la JNK en 
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un model experimental d’I/R hepàtica incrementa la lesió hepàtica(290). En el 

nostre estudi, el PC va incrementar els nivells de JNK, fet que va estar 

associat amb una disminució del dany hepàtic en el grup ROLT+ activador 

JNK respecte del grup ROLT. Contràriament, vam observar que el dany 

hepàtic estava incrementat en el grup PC+ inhibidor JNK respecte el grup 

PC. Aquests resultats impliquen la JNK en els efectes protectors del PC en el 

ROLT. A més, els nostres resultats també van mostrar que la modulació de la 

JNK afecta l’activitat i els nivells de proteïna de l’MMP2. Aquest efecte és 

consistent amb resultats publicats per altres autors que indiquen que la JNK 

regula l’MMP2 (291, 292). Llavors, podem concloure que, en el nostre model, 

el PC indueix l’activació de la JNK, i que això es correlaciona amb un 

increment de l’MMP2. 

Per altra banda, se sap que el TIMP2 juga un paper primordial en la 

regulació de l’MMP2 (293, 294). Quan el TIMP2 es troba present a altes 

concentracions, aquest actua d’inhibidor de l’MMP2 (167). Però, 

contràriament, quan el TIMP2 es presenta en baixes concentracions, aquest 

forma part del complex activador de l’MMP2 junt a l’MT1-MMP (153). Els 

nostres resultats mostren que en el ROLT, el TIMP2 promou l’activació de 

l’MMP2 degut al patró paral·lel que presenten aquestes dues proteïnes. A 

més, la JNK també juga un paper en la regulació a la alça del TIMP2, fet que 

es pot observar en els resultats obtinguts de la modulació de la JNK. 

Addicionalment, també vam investigar el paper de l’uPA en el nostre 

model de ROLT. Els nostres experiments van mostrar que l’uPA no està 

implicada ni en els efectes protectors del PC ni en la lesió per I/R en el ROLT 

a 24 hores de reperfusió. Tot i això, no podem pas descartar la possibilitat 

que aquesta proteïna pugui ser regulada a l’alça a temps més primerencs i 

que després sigui regulada a la baixa cap a nivells basals abans de les 24 

hores de reperfusió, temps al qual vam recollir les mostres, o al revés. Això 

estaria en consonància amb estudis previs que van mostrar un increment de 

l’activitat de l’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 síntesis de la JNK i conseqüentment la de l’MMP2 i el 

TIMP2 (Figura 5.2). Aquest podria ser un dels mecanismes pels quals el PC 

redueix la lesió hepàtica i incrementa la regeneració després d’un ROLT. 

Conseqüentment, tractaments adreçats a induir els nivells de JNK o d’MMP2 
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podrien millorar el pronòstic clínic del ROLT, reduint el percentatge de fallades 

primàries del fetge després d’un trasplantament. 

En conclusió, en aquest estudi vam demostrar que l’MMP2 té un 

paper primordial en els efectes protectors del PC en el ROLT, ja que la 

inhibició d’aquesta proteïna redueix dramàticament la supervivència dels 

animals sotmesos a un ROLT. A més, també vam demostrar que l’MMP2 

està regulada a l’alça per la JNK. Amb aquest estudi vam poder identificar 

una de les vies induïdes pel PC que comporten una reducció del dany 

hepàtic i un increment de la regeneració després d’un ROLT. Els resultats del 

present estudi obren noves possibilitats d’investigació de tractaments per a 

reduir la lesió per I/R i millorar la regeneració hepàtica després d’un ROLT, les 

majors limitacions en el trasplantament hepàtic de donant viu.  

 

 

Figura 5.2Figura 5.2Figura 5.2Figura 5.2. Mecanismes proposats dels efectes protectors del PC en 
el ROLT. 
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4.34.34.34.3 ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1ESTUDI 1    

    

• El fetge genera Ang II després de ser sotmès a un ROLT i això està 

associat a un increment de l’expressió de l’angiotensinogen i l’ACE. 

• El efectes protectors del PC vers un ROLT no són deguts a canvis en 

els nivells d’Ang II ja que aquest no modifica l’expressió dels enzims ni 

dels precursors capaços de generar Ang II. 

• Els bloquejadors de l’acció de l’Ang II redueixen la lesió hepàtica 

associada al ROLT, però no són capaços d’induir la regeneració 

hepàtica en el ROLT. 

• La BK no juga cap paper en la lesió hepàtica associada al ROLT però 

l’antagonista del receptor de la BK és capaç d’induir la regeneració del 

fetge associada al ROLT. 

• L’estratègia més adient per a aplicar a un ROLT per a reduir la lesió per 

I/R i incrementar la regeneració hepàtica és la combinació dels 

antagonistes dels receptors de l’Ang II i l’antagonista del receptor de la 

BK. 

 

 

5.25.25.25.2 ESTUDI 2ESTUDI 2ESTUDI 2ESTUDI 2    

 

• El PC incrementa l’expressió i l’activitat de l’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 lesió per I/R i 

incrementa la regeneració hepàtica. 

• L’administració d’un inhibidor de l’MMP2 junt amb l’aplicació del PC 

redueix la supervivència dels animals sotmesos a un trasplantament 

en un 65%, ja que n’inhibeix dràsticament la regeneració hepàtica i 

n’incrementa dràsticament la lesió per I/R. 

• L’MMP9 no participa en els mecanismes protectors del PC en el  

ROLT. 

• La JNK està implicada en els mecanismes protectors del PC en el 

ROLT ja que aquest incrementa els nivells de la JNK en fetges 

sotmesos a un ROLT, i això està associat a una disminució del dany 

hepàtic i un increment de la regeneració del fetge. A més, la JNK és 
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capaç d’incrementar l’activitat i els nivells de l’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 reperfusió. 

 

5.25.25.25.2 COCOCOCONCLUSIONS GENERALSNCLUSIONS GENERALSNCLUSIONS GENERALSNCLUSIONS GENERALS    

    

• El Sistema RAS i la BK participen, respectivament, en la lesió per I/R i la 

regeneració hepàtica 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 

terapèutiques en el trasplantament de fetge de donant viu. 
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ORIGINAL ARTICLE

Effect of Angiotensin II and Bradykinin Inhibition
in Rat Reduced-Size Liver Transplantation
Susagna Padrissa-Altés,*1* Rosa Franco-Gou,*1* Olivier Boillot,2 Anna Serafı́n,3 Antoni Rimola,4,5,6

Vicente Arroyo,4,6 Joan Rodés,4,6 Carmen Peralta,4,5 and Joan Roselló-Catafau1,4,5
1Experimental Hepatic Ischemia-Reperfusion Unit, Institut d’Investigacions Biomèdiques de Barcelona,
Consejo Superior de Investigaciones Cientı́ficas, Barcelona, Spain; 2Unit of Hepatic Transplantation,
Edouard Herriot Hospital, Lyon, France; 3Centre de Biotecnologia Animal i Teràpia Gència, Universitat
Autnònoma de Barcelona, Spain; 4Centro de Investigaciones Biomédicas Esther Koplowitz, Centro de
Investigación Biomédica en Red de Enfermedades Hepáticas y Digestivas, Instituto de Salud Carlos III,
Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i Sunyer, Barcelona, Spain; 5Unitat de Transplantament de
Fetge i Viabilitat de l’Empelt, Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i Sunyer, Consejo Superior de
Investigaciones Cientı́ficas, Barcelona, Spain; and 6Liver Unit, Hospital Clinic Universitari, Barcelona, Spain

This study examined whether angiotensin II (Ang II) blockers [Ang II type I receptor antagonist, Ang II type II 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 II. We show that small liver grafts generated Ang II after ROLT and that this was
associated with increased angiotensinogen and ACE messenger RNA expression. Furthermore, inhibition of Ang II did not
contribute to PC-induced protection in ROLT. All Ang II 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 II blockers and BK receptor antagonists in ROLT reduced hepatic injury and improved liver
regeneration. In conclusion, treatments with either Ang II blockers or BK receptor antagonists cannot, on their own, improve
the outcome of ROLT. Although Ang II 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. © 2009 AASLD.

Received June 30, 2008; accepted October 4, 2008.

Living-related liver transplantation has developed rap-
idly in recent years in order to alleviate the mortality
resulting from the scarcity of suitable deceased do-
nors.1-3 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.4-6 Ischemia-reperfusion

(I/R), which is inevitable in liver transplantation, re-
duces liver regeneration after hepatectomy.7-10 Little is
known about the mechanisms underlying the dysfunc-
tion and failure of reduced-size liver grafts.11

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

Abbreviations: ACE, angiotensin converting enzyme; ALT, alanine aminotransferase; Ang II, angiotensin II; AST, aspartate amino-
transferase; AT1R, angiotensin II type I receptor; AT2R, angiotensin II type II receptor; BK, bradykinin; HGF, hepatocyte growth factor;
I/R, ischemia-reperfusion; mRNA, messenger RNA; PC, preconditioning; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PCR, polymerase
chain reaction; ROLT, reduced-size orthotopic liver transplantation; TGF�, transforming growth factor �.
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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).12 Previous studies reported that ACE
inhibitors or AT1R antagonists protect against warm
hepatic I/R injury12,13 and that ACE inhibitors show
beneficial effects on injury in liver transplantation from
non–reduced-size grafts,14 thus suggesting a detrimen-
tal role of Ang II in hepatic I/R. ACE inhibitors enhance
liver regeneration after partial hepatectomy.15,16 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.17

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,17 and ACE
inhibitors increased liver regeneration after partial hep-
atectomy through activation of BK2 receptors.16 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,18 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.19

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 onmodulating 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.7 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 � AT1R 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.13

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.19

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.13

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,13 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.19

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.19

9. ROLT � AT1R 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,19 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.19

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 � (TGF�; total
TGF� and active TGF�) levels were measured with the
same protocol described elsewhere.7,18,19 Note that
TGF� is stored in the cells in the latent form, which
consists of the mature TGF�, the TGF� binding protein,
and the latency-associated peptide. When required, the
latent form is processed, and the mature TGF� is re-
leased. The mature TGF� alone is called active TGF�.
Therefore, when we mention total TGF�, we are refer-
ring to the latent and active forms, and when we men-
tion active TGF�, we are referring to the mature form
alone.20

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 angiotensinogen, Rn00561094_m1
for ACE, and Rn00667869_ml for �-actin; Applied Bio-
systems). The TaqMan 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.7 Hepatic prolifer-
ation was assessed in liver biopsies with immunohisto-
chemistry as previously described.7 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.

RESULTS

Effect of Ang II Blockers on Hepatic I/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 � AT1R 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

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 (�-actin).
Comparative and relative quantifications of angiotensinogen
and ACE gene products normalized to �-actin and a control
sham group were calculated with the 2���CT 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.
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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 TGF�, respectively.21,22

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
TGF� (latent � active) levels were similar in all groups
(data not shown).

Role of BK in the Beneficial Effects of ACE
Inhibitors on Liver I/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-

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 TGF� 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 II 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.23-26 Studies of the heart have indicated that

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
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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AT1R and AT2R generate opposite effects,27 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.12-14 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 II 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.12

Moreover, in a model of human hypertension, Ang II
blockers ameliorated cardiac microcirculation.28

Different results have been reported for the effect of
PC on Ang II.19,29-31 Some studies of the heart indicate
that PC inhibits the biological actions of Ang II,29

whereas others studies show that Ang II contributes to

the benefits of PC.30,31 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.19 Previous studies
by our group demonstrated that PC exerted beneficial
effects on I/R injury and liver regeneration in ROLT.7

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.15,16 Studies have reported that ACE inhib-
itors increase renal HGF mRNA and cardiac HGF con-
centrations in experimentally hypertensive rats32 and
that Ang II down-regulates HGF production in mesan-
gial cells in a cultured model.33 HGF and TGF� are the
most common markers of liver regeneration used in
models of rat liver regeneration.18 HGF is the most
potent of liver mitogens.34 On the other hand, TGF�
inhibits hepatocellular DNA synthesis both in cul-

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; AT1R, angiotensin II type
I receptor; 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; TGF�, transforming growth
factor �.
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ture35,36 and in vivo.37 It has been suggested that TGF�
may be the principal counter regulator of hepatocyte
proliferation during regeneration.38 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 TGF�) 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 � AT1R 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

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.39,40 However, hepatotoxicity and cholestatic liver
diseases have been reported under ACE inhibition.41,42

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 MMP2,
but notMMP9, 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

1
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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 (JNK) 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-

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.

(3) 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).

(4) PC+MMP2 Inhibitor (n = 6): Like group 3 but with MMP2 Inhibitor I
(Calbiochem, Germany) administered (2 lg/kg i. v.) to the donor 25 min
before excision and to the recipient just after transplant (51).

Protocol 2. Role of JNK in the upregulation of MMP2 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).

(6) 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).

(7) 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).

(8) PC+ NAME (n = 6): Like group 3 but with a NO synthesis inhibitor,
Nx-nitro-L-arginine methyl 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).

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 TGFb levels were measured as
previously described with a commercial kit from BLKine (BLK Diagnostics,
Barcelona, España) (23,24).

Zymography

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

2 American Journal of Transplantation 2010; 10: 1–11
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Figure 1: Matrix metalloproteinase 2 in

the benefits of PC in ROLT. MMP2 pro-
tein activity levels (A) and MMP2 protein
and mRNA expression levels (B) were mea-
sured 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 Gelati-
nase A and B serve as standards. (B) Repre-
sentative immunoblot analysis and densito-
metric analysis for protein levels. PCR fluo-
rescent signals for MMP2 were standard-
ized to PCR fluorescent signals obtained
from an endogenous reference (b-Actin).
Comparative and relative quantifications of
MMP2 gene products normalized to b-Actin
and control Sham group were calculated
by the 2−��CT method. ∗p < 0.05 versus
Sham; +p < 0.05 versus ROLT; ◦p < 0.05
versus PC.

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 b-actin Realized as pre-
viously described (52) using the following antibodies: MMP2 (Chemicon),
TIMP2 (Abcam, UK), uPA (Santa Cruz Technology), and b-Actin(Sigma).Q1

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 TaqMan 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 TaqMan gene expression assay was performed according to theQ2

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).

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

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1–11 3
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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 2−��CT method. ∗p < 0.05 versus Sham; +P < 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

4 American Journal of Transplantation 2010; 10: 1–11
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Matrix Metalloproteinase 2 in ROLT

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 × 240, for PCNA staining: Original magnification × 500).
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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 TGFb 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; +p < 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 (�), recipients that underwent
PC prior to ROLT (�), recipients received an MMP2 inhibitor dose
before PC and ROLT (•), recipients that received an JNK activator
prior to ROLT (�), 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 TGFb 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 MMP2 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

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.

6 American Journal of Transplantation 2010; 10: 1–11
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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 MMP2 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 mRNA 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 TGFb (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
mRNA 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

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 MMP2 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. It is 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 TGFb
(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 TGFb,
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-for-Size 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.

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1–11 7
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Figure 8: TIMP2 and uPA in the

benefits of PC in ROLT. TIMP2 pro-
tein and mRNA expression levels (A)
uPA protein and mRNA expression lev-
els (B) were measured in liver from
the experimental groups shown in the
graph (n = 6 for each group). Pro-
tein levels represented with represen-
tative immunoblot analysis and densit-
ometric analysis. PCR fluorescent sig-
nals for TIMP2 and uPA were stan-
dardized to PCR fluorescent signals
obtained from an endogenous refer-
ence (b-Actin). Comparative and rela-
tive quantifications of TIMP2 and uPA
gene products normalized to b-Actin
and control Sham group were calcu-
lated by the 2−��CT method. ∗p < 0.05
versus Sham; +p < 0.05 versus ROLT;
◦p < 0.05 versus PC.

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 JNK in
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

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

8 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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Emma Puig-Oriol and Llorenç Quintó (Epidemiology and Biostatistics Unit,

University of Barcelona), for their help in the statistical analyses. We also
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