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ADP: Adenosina difosfato
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eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial
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ET: Endotelina
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GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
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GSH: Glutation
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H&E: Hematoxilina y Eosina

I/R: Isquemia-Reperfusion

ICAM-1: Molécula de adhesion intercellular 1
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IFNY: Interferén gamma

IgG: Inmunoglobulina G
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IL-1: Interleuquina 1

IL-6: Interleuquina 6

IL-8: Interleuquina 8

IL-10: Interleuquina 10

IL-12: Interleuquina 12

IL-13: Interleuquina 13
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iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
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MEF2C: Factor potenciador del miocito
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PERK: Proteina quinasa del reticulo endoplasmatico
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PKB/Akt: Proteina quinasa B

PKC: Proteina quinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PPARSs: Receptores activadores de la proliferacion de peroxisomas
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PVDF: Polifluoruro de vinilideno

RBP4: Proteina de transporte del retinol 4
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TH: Trasplante hepatico
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TLR: Receptores tipo Toll

TLR1: Receptor tipo toll 1

TLR4: Receptor tipo toll 4
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TNF-o: Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-f: Factor de necrosis tumoral beta

TNF: Factor de necrosis tumoral
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Introduccion

1. El higado

1.1 Generalidades

El higado es una glandula accesoria del aparato gastrointestinal, representa del 2 al 5% del peso
corporal en adultos y se encuentra situado en el lado superior derecho de la cavidad abdominal, por
debajo del diafragma. Es un 6rgano de importancia vital con multiples y complejas funciones
metabolicas (Tabla 1). Ademas del papel del higado en la detoxificacion de productos de desecho
del metabolismo, también actua regulando el metabolismo energético al procesar los nutrientes que
provienen de la digestion a fin de distribuirlos al resto de los tejidos. Otras funciones del higado
indican un papel central en la regulacion de multiples procesos bioquimicos y homeostaticos como:
la sintesis y secrecion de bilis; la sintesis de proteinas y lipoproteinas plasmaticas y factores de
coagulacion; la detoxificacion de farmacos y toxinas; y ademas, funciones metabdlicas como son la
sintesis de glucogeno, la gluconeogénesis y también el almacenamiento de glucogeno y del algunas

vitaminas y lipidos [1-3].

FUNCIONES PRINCIPALES DEL HIGADO ‘

Metabolismo de carbohidratos
Captacion de glucosa
Sintesis y almacenamiento de glucégeno
Glucogenolisis y gluconeogénesis
Metabolismo lipidico
Oxidacion de acidos grasos
Sintesis de lipoproteinas, colesterol, triglicéridos y fosfolipidos
Cetogénesis
Metabolismo proteico
Degradacion de aminoacidos
Sintesis de proteinas, acidos nucleicos y urea
Metabolismo del grupo hemo
Sintesis del grupo hemo y de porfibirindgenos

Formacion y secrecion de bilis
Inactivacion de diversas substancias
Como toxicos, esteroides y otras hormonas
Sintesis de proteinas plasmaticas
Albimina y proteinas de fase aguda
Inmunidad
A través de células de Kupffer
Tabla 1. Resumen de algunas de las principales funciones del higado
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1.2 Organizacion del higado

Como la mayoria de las glandulas exocrinas, el higado esta dividido anatomicamente en 16bulos y
lobulillos mas pequefios mediante una serie de tabiques de tejido conjuntivo. Se reconocen cuatro
lobulos de distintos tamafios, el 16bulo derecho, situado a la derecha del ligamento falciforme; el
lobulo izquierdo, situado a la izquierda del ligamento falciforme y extendido sobre el estomago; el
lobulo cuadrado, visible solamente en la cara inferior del higado encontrandose limitado por el
surco umbilical a la izquierda, el vesicular a la derecha y el hilio del higado por detras y por ultimo
el 16bulo caudato o 16bulo de Spiegel, situado entre el borde posterior del hilio hepatico por delante

y la vena cava por detras.

El higado estd recubierto exteriormente por una capa de células mesoteliales. Por debajo se
encuentra una capsula de tejido conectivo delgado denominada capsula de Glisson, que a nivel del
hilio (surco transversal situado en la cara inferior del higado) se extiende ramificandose y
penetrando en el parénquima hepatico. El parénquima hepatico esta constituido por grupos de
células epiteliales, hepatocitos y por un sistema ramificado de conductos. Se puede observar un
patron repetido de areas mas o menos hexagonales en las que los cordones de hepatocitos se
disponen de forma radial alrededor de una vena central. En los angulos de estas zonas poligonales
hay una pequefia area triangular formada por tejido conjuntivo que contiene un conducto biliar, una
rama de la arteria hepatica y una rama de la vena porta. Este complejo se denomina triada portal.
Las ramas laterales de estos vasos confluyen en los sinusoides hepaticos, capilares venosos que
reciben sangre de la vena porta y de la arteria hepatica y que ocupan los espacios que quedan entre
los cordones de hepatocitos y drenan en la vena central (Figura 1). Por lo tanto, las células
hepaticas estan expuestas a un gran volumen de sangre que fluye por los sinusoides debido a la
marcada porosidad de las paredes de los sinusoides. Los sinusoides hepaticos se encuentran
revestidos por dos tipos de células, las células endoteliales tipicas y las células de Kupffer. El
espacio que existe entre los cordones de hepatocitos y la pared del sinusoide se denomina espacio
de Disse, y contiene un sistema de fibras de colageno con funciones de soporte. En el interior de los
cordones de hepatocitos existe una red de canaliculos biliares, donde es secretada la bilis producida
de forma continua por las células hepaticas, que desembocan en conductos biliares mayores

situados en las triadas portales [1,2].
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Venas centrales (Intralobular)
Vena cava

Flujo de la bilis

Flujo de la
sangre arterial

Conducto biliar Lobulo <
Arteria hepatica

Vena porta

Vesicula biliar X
lujo de la sangre

de la vena porta

Vena Central riada Portal

Arteria Conducto

hepatica biliar
Sinusoide Vena porta
Placa de células Lobulo hepatico
hepaticas
Conducto biliar
Vena porta > Triada Portal

Células
hepaticas

Arteria hepética

Figura 1. Estructura histologica del higado.

Actualmente se considera el acino hepatico como la unidad estructural y funcional basica

del

higado (Figura 2). El acino hepatico consiste en un area romboidal de hepatocitos cuyo centro es

una triada portal y los extremos son dos venas centrales [1-3]. A medida que la sangre arterial se

acerca mas a las venas centrales, la sangre disminuye su calidad nutritiva, por lo que se distinguen

tres zonas en cada acino: La zona 1 linda con el centro del acino y es la primera en recibir oxigeno;

la zona 2 se encuentra en el medio y la zona 3 al lado de la vena centrolobulillar, donde hay mayor

proporcion de didxido de carbono (CO2) y sustancias de desecho, y es la region mas expuesta a las

toxinas [1].

Figura 2. El acino hepatico. VC, vena porta; TP, triada portal.
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Asi mismo, el higado se puede dividir siguiendo un criterio funcional. Al llegar al higado, la vena
porta se bifurca en dos ramas que dividen el higado en dos partes, izquierda y derecha. Cada mitad
tiene un aporte sanguineo independiente, tanto desde la vena porta como desde la arteria hepatica;
de la misma manera, el drenaje biliar también es independiente. Cada una de las dos ramas de la
vena porta se bifurca en dos, dividiendo el higado en cuatro sectores, que a su vez se dividen en 8
segmentos (Figura 3). Cada segmento tiene su propio pediculo vascular y biliar, asi como su
drenaje venoso. Esta division del higado en segmentos facilita la realizacion de ciertas
intervenciones hepaticas que incluyen resecciones hepaticas, asi como técnicas aplicadas al
trasplante hepatico como son la técnica del Split y la realizacién de trasplantes desde un donante
vivo [2,3].

Vena cava
inferior

Vena hepatica

Vena hepatica derecha izquierda

Vi

Ducto biliar

Vesicula biliar Arteria hepatica

Vena porta

Figura 3. Esquema de la segmentacion del higado en su cara diafragmatica. El trayecto de las principales
venas hepaticas indica su relacion con las fisuras. D, fisura derecha; P, fisura principal o sagital; I, fisura
izquierda

1.3 Sistema vascular hepatico

A diferencia de cualquier otro 6rgano, el higado recibe sangre de dos vias diferentes: la vena porta
(aproximadamente 75% del aporte sanguineo del higado), que transporta la sangre proveniente del
territorio esplacnico (intestino, pancreas y bazo) con un bajo contenido de oxigeno pero rica en
substancias absorbidas por el intestino, asi como también en hormonas y otros elementos que se
producen en el intestino, bazo y en el pancreas; y la arteria hepatica (aproximadamente el 25% del
aporte sanguineo hepatico), que transporta sangre rica en oxigeno procedente del corazén (Figura
4). Tanto la sangre proveniente de la vena porta como de la arteria hepatica, finalmente alcanzara
los sinusoides hepaticos, que es el lugar donde tiene lugar el intercambio entre la sangre y los
hepatocitos. Los sinusoides hepaticos tienen una anchura superior a la de los capilares sanguineos,

y aunque su pared esta formada por células endoteliales, hay zonas que permiten el acceso directo



Introduccion 25

del plasma sanguineo a los hepatocitos. Cada célula de los cordones hepaticos dispuestos
radialmente esta en contacto, al menos por un costado, con la sangre que fluye por los sinusoides.

La sangre de los sinusoides hepaticos fluye desde la rama de la vena porta a la entrada de los
sinusoides hacia la vena central del lobulillo hepatico, que desemboca en las vénulas hepaticas y
finalmente en la vena cava inferior justo por debajo del diafragma. De esta manera, las
caracteristicas de la sangre que llega a cada hepatocito son diferentes dependiendo de su distancia
de la vena portal, menos oxigenada cuanto mas alejada de ésta, y trae como consecuencia, una gran
heterogeneidad funcional entre los hepatocitos. Probablemente, todos los hepatocitos tienen
capacidad para realizar todas las funciones, pero sin embargo, presentan diferencias tanto en su
estructura como en su actividad enzimatica dependiendo de la concentracién de oxigeno y de
solutos de la sangre de la zona del lobulillo hepatico donde se encuentren ubicados [1-3].

Sangre que regresa al corazén

Vena hepatica

Lébulo derecho

Lébulo izquierdo

Vesicula biliar Arteria hepatica

Conducto
Hepatico comiin

Estructura de
triada portal Trae sangre limpia

del corazon

Trae sangre del intestino
Bilis fluyendo hacia los intestinos

Figura 4. Irrigacion sanguinea del higado.

1.4 Células hepaticas

e Hepatocitos

Los hepatocitos son las células que forman el parénquima hepatico y representan aproximadamente
el 90% de la masa hepatica total. A nivel metabdlico son una de las células mas complejas y
diversas que existen, y llevan a cabo una gran variedad de funciones, entre las que se incluyen: la
obtencion, almacenamiento y liberacion a la circulacion sanguinea de un gran numero de

nutrientes, entre ellos los glucidos, las proteinas, las vitaminas y los lipidos; la sintesis de proteinas
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plasmaticas, lipoproteinas, acidos grasos, colesterol, fosfolipidos, y glucosa; la digestion y
absorcion de las grasas alimenticias a través de la secrecion de la bilis; y la detoxificacion de

compuestos enddgenos y exogenos toxicos para el organismo [3].

Los hepatocitos poseen forma poliédrica cuyo didmetro varia entre 15-30 um, y se disponen en
cordones entre los sinusoides hepaticos, de modo que cada hepatocito esta en contacto directo con
los hepatocitos adyacentes, el canaliculo biliar y el sinusoide hepatico (espacio de Disse). La parte
del hepatocito que esta en contacto con el sinusoide recibe el nombre de region sinusoidal, y a
través de €sta los hepatocitos realizan su funcidon endocrina, es decir, la sintesis de proteinas y otros
compuestos que liberan al sinusoide; mientras que la parte del hepatocito en contacto con los
hepatocitos adyacentes recibe el nombre de region lateral, y a través de ésta realizan su funcion

exocrina, es decir, la secrecion de bilis al canaliculo biliar presente en esta region [2,3].

A causa de la alta tasa metabdlica, los hepatocitos tienen un gran numero de organulos
citoplasmaticos. Entre ellos destacan a) el reticulo endoplasmatico (RE) donde se sintetizan
proteinas, se realiza el metabolismo lipidico, el metabolismo de la glucosa y la degradacion del
grupo hemo; b) el aparato de Golgi, donde tiene lugar la sintesis de proteinas, la glicosilacion de
proteinas, el reciclaje de receptores y la secrecion de bilis y; ¢) las mitocondrias, donde tiene lugar

la fosforilacion oxidativa y la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP) [2].

e (Células endoteliales

Las células endoteliales constituyen las paredes de los sinusoides hepaticos y estan separadas de los
hepatocitos por el espacio de Disse, creando un compartimiento extravascular hacia el cual los
hepatocitos proyectan microvellosidades, para aumentar la superficie de contacto entre el
hepatocito y el espacio vascular. Estas células poseen caracteristicas Gnicas y actian como barreras
entre la corriente de la sangre por un lado y los hepatocitos en el otro. Entre las células endoteliales
sinusoidales existen poros o fenestraciones de gran tamafio, de manera que permiten el intercambio
de fluidos y macromoléculas (incluso proteinas) entre los sinusoides y el espacio de Disse. Una
sola célula endotelial puede tener cientos de fenestraciones y é€stas son estructuras dinamicas que
responden a diferentes estimulos; calcio, serotonina, nicotina, impulsos neuronales, alcohol,
endotoxinas, entre otras [1-3]. Las células endoteliales participan activamente en la inflamacion, de
manera que frente a determinados estimulos pueden liberar diversos mediadores como

interleuquinas y 6xido nitrico (NO) [3].

e Células de Kupffer

Las células de Kupffer son los macrofagos del higado y pertenecen al sistema fagocitico
mononuclear. Tienen forma irregular y se encuentran situadas en la superficie de las células
endoteliales, emitiendo prolongaciones que se extienden hacia la Iuz de los sinusoides y entre las
células endoteliales subyacentes. Contienen numerosos lisosomas muy desarrollados y vesiculas

pinociticas, ya que su principal caracteristica es su capacidad fagocitica. Actuando como barrera
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protectora por su capacidad de eliminar por endocitosis diversas sustancias potencialmente dafiinas
para el organismo como microorganismos, endotoxinas, complejos inmunes, lipidos, entre otros.
Asi mismo, las células de Kupffer pueden reconocer y fagocitar eritrocitos envejecidos o
lesionados, y eliminan de la sangre los bacilos que intentan introducirse en la circulacidén portal
después de su paso por los intestinos. La activacion de las células de Kupffer puede estar
provocada por diferentes estimulos, entre ellos las endotoxinas. Una vez activadas, generan

mediadores citotoxicos como son citoquinas, radicales libres de oxigeno (RLO) y proteasas [3].
e (Células estrelladas

Las células estrelladas, también conocidas como células de Ito, estan localizadas en el espacio de
Disse, en estrecho contacto con las células endoteliales, y constituyen el principal almacén de
vitamina A del organismo. Ademas sintetizan proteinas de la matriz extracelular (colagenos de
distintos tipos), son mediadores importantes de procesos de reparacion del tejido hepatico
(cicatrizacion) en diversas patologias hepaticas y poseen capacidad para promover y amplificar la

respuesta inflamatoria [3].

En condiciones fisioldgicas, comprenden alrededor del 15% del numero total de células hepaticas.
Su principal funcion es el almacenamiento y la homeostasis de la vitamina A y otros retinoides, que
se almacenan como gotas lipidicas citoplasmaticas en forma de ésteres de retinilo. Las células
estrelladas regulan el flujo sanguineo sinusoidal y producen apolipoproteinas, prostaglandinas,
factores de crecimiento y citoquinas, las cuales contribuyen a la homeostasis de la matriz
extracelular [4].

2. El trasplante hepatico

El higado se puede ver afectado por un gran numero de enfermedades de fase aguda o cronica que
impidan que realice correctamente sus funciones. En ocasiones estas enfermedades son tan graves
que limitan la capacidad del higado para mantener la homeostasis del organismo. El trasplante
hepatico estd indicado en las enfermedades hepaticas progresivas en las que no sean posibles otras
medidas terapéuticas, y en las que la supervivencia esperada sea inferior a la que se conseguiria con
el trasplante [5,6]. Entre las enfermedades susceptibles de trasplante hepatico encontramos la
insuficiencia hepatica por hepatitis cronica o cirrosis de cualquier etiologia, la insuficiencia
hepatica aguda grave, algunos tumores hepaticos, las anomalias hepaticas congénitas, las
enfermedades genéticas o los trastornos metabolicos cuya deficiencia reside en el higado y, por
ultimo, el fracaso del higado trasplantado [6]. En los ultimos afios, el trasplante hepatico ha
evolucionado de ser un procedimiento experimental con éxito moderado antes de 1980, hasta
convertirse en una operacion estandar con tasas de supervivencia muy altas para pacientes que
anteriormente tenian mal prondstico ante una enfermedad hepética avanzada e irreversible. Los
avances mas importantes que han contribuido a esta evolucidon son la introduccién de nuevos

farmacos inmunosupresores que combaten de forma eficaz el rechazo inmunolédgico, la mejora de
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la técnica quirurgica y los avances producidos en la obtencion y preservacion del injerto, sobre todo
a raiz de la utilizacion de la solucion de Universidad de Wisconsin (UW) como solucién de

preservacion hepatica [6-8].
2.1 Problematica del trasplante hepatico

No obstante y pese a todos los avances que han contribuido al establecimiento del trasplante
hepatico como una técnica rutinaria en la practica clinica, hay todavia bastantes dificultades por
resolver. Actualmente la principal limitacion del trasplante hepatico es la falta de donantes. Si bien
es cierto que la tasa de donaciones en Espafia es la mas alta del mundo segin la Organizacion
Nacional de Trasplante (ONT), el nimero de pacientes en lista de espera de un higado supera al
numero de donantes [9]. Por lo tanto, es muy importante optimizar los recursos disponibles en este
campo. Este problema se puede abordar de la siguiente forma: por un lado aumentar el nimero de
injertos disponibles para ser trasplantados; y por el otro lado intervenir para que el injerto
trasplantado funcione correctamente evitando asi, recurrir al retrasplante lo que supondria el

desaprovechamiento de un organo [10,11].
2.2 Estrategias para aumentar el numero de donantes

e Evaluacion y ampliacion de las variables de aceptacion de organos

No todos los dérganos disponibles se aceptan para trasplante. Los organos son sometidos a una
valoracién individual y una vez conocidas sus caracteristicas, son aceptados o no para ser
trasplantados segun unos criterios preestablecidos en la practica clinica. Debido a la experiencia
acumulada con el paso de los afios, y a la falta de érganos disponibles para trasplante hepatico. Los
centros hospitalarios han debido ampliar los criterios de aceptacion de un dérgano para ser
trasplantado. De este modo, la edad maxima y media de los donantes de higado ha ido amplidndose
con los afios y este factor ya no es considerado limitante a la hora de seleccionar como aceptable un
organo para ser trasplantado [12-15]. De la misma forma, enfermedades cronicas padecidas por el
donante, como la hipertension arterial o la diabetes mellitus que anteriormente provocaban que los
organos fueran descartados para trasplante, no son consideradas actualmente como criterios de

rechazo de drganos para trasplante [2,12-16].

La falta de drganos para trasplante ha derivado en la aceptacion de o6rganos que presentan una
mayor susceptibilidad a la lesion por isquemia/reperfusion (I/R), la cual es inherente a todo tipo de
trasplante hepatico. Cuando se utilizan para el trasplante injertos hepaticos procedentes de donantes
de mas de 70 afios de edad, la supervivencia del receptor es baja [17]. Ademas, estos donantes
presentan un indice de esteatosis mayor, lo cual exacerba el dafio inducido por I/R. El donante a
corazén parado fue en el inicio del trasplante hepatico la unica fuente de organos hasta que se
acepto el concepto de muerte cerebral. Actualmente se distinguen dos tipos de donantes a corazon
parado, controlados y no controlados. Muchos centros descartan el uso de los donantes no

controlados (en los que el fallecimiento del donante ocurre en una situacion fuera del control
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hospitalario) puesto que en este tipo de donantes no se puede conocer con exactitud el tiempo en el
que el organo permanece en el interior del organismo sin irrigacién sanguinea antes de su
extraccion (tiempo de isquemia caliente) y las distintas experiencias en trasplante no son muy
alentadoras [18-20]. Sin embargo, numerosos estudios muestran que el trasplante de higado
procedente de donantes controlados (en los que el fallecimiento del donante tiene lugar bajo control
hospitalario y por lo tanto se puede minimizar el tiempo de isquemia caliente) da lugar a resultados
semejantes a los obtenidos con donantes cadavéricos aunque con un mayor riesgo de
complicaciones biliares [21-28]. Por lo tanto, la experiencia en trasplante de higado con donantes a
corazén parado es todavia muy limitada. La utilizacion de injertos hepaticos esteatdsicos para
trasplante conlleva un mayor riesgo de disfuncion o fallo del injerto comparado con injertos
hepaticos sin esteatosis. La esteatosis hepatica agrava el problema de la falta de 6érganos ya que se
sabe que entre todos los higados que no son considerados como aptos para trasplante por sus
condiciones patoldgicas, mas del 50% son higados esteatosicos, de ahi que la esteatosis sea la causa
del mayor nimero de 6rganos no aptos para trasplante, acentuando asi la problematica del banco de

organos [17].

e Técnicas de trasplante hepatico alternativas a la convencional

Con la intencidon de practicar el trasplante hepatico a un mayor numero de pacientes, se han
optimizado diversas técnicas de trasplante alternativas a la convencional como ¢l caso de la técnica

de Split, el trasplante domino y el trasplante hepatico procedente de donante vivo [2,10].

Donante vivo. La técnica del trasplante de donante vivo consiste en la utilizacion como injertos de
segmentos hepaticos que provienen de un donante vivo. Al principio, esta técnica fue utilizada para
receptores pediatricos [29] y en 1994 se realizo el primer trasplante hepatico a un adulto procedente
del 16bulo derecho de un donante vivo [30]. En el trasplante pediatrico de adulto a nifio, se
trasplanta el 16bulo lateral izquierdo o el izquierdo completo, dependiendo del peso del receptor
(Figura 5). En el caso del trasplante de donante vivo de adulto a adulto, se han obtenido buenos
resultados utilizando el injerto derecho completo ya que este representa aproximadamente el 60%
de la masa hepatica; en receptores de poco peso se utiliza el 16bulo izquierdo y el izquierdo
extendido para receptores de mayor peso [31]. Actualmente esta modalidad quirurgica representa
una alternativa valida y segura en centros con experiencia en cirugia hepatica llegando a
representar el 25% del total de los trasplantes realizados [32]. Uno de los beneficios de los injertos
de tamafo reducido a partir de donante vivo es obtener un injerto de buena calidad con un tiempo
isquémico corto, ya que la cirugia del donante puede ser programada para coincidir en tiempo con
la cirugia del receptor. Por otro lado, el mayor problema concerniente a la aplicacion del trasplante
hepatico de donante vivo es la disparidad del tamafio del injerto, lo cual implica una posterior

regeneracion del injerto hepatico de tamatfio reducido [33-36].
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A. Receptor Se Mantiene en el Donante
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Figura 5. Técnica de trasplante de donante vivo. A. Trasplante hepatico del 16bulo derecho. B. Trasplante
hepatico de 16bulo izquierdo

Técnica de Split. La técnica de Split o biparticion hepatica permite la realizacion de dos trasplantes
hepaticos a partir de un unico higado donante. La técnica quirurgica estd basada en la anatomia
segmentaria hepatica segin Couinaud (Figura 6). En su inicio esta técnica fue desarrollada por
equipos de cirugia pediatrica ante la escasez de donantes de este sector de la poblacion y la
necesidad de un escaso volumen hepatico, que en lineas generales no sobrepasaba el 20% de la
masa hepatica de un higado adulto. De esta forma esta técnica se comenzd a realizar utilizando un
mismo injerto que se implantaba en un receptor pedidtrico y en otro adulto. Con posterioridad se
comenzo a utilizar esta técnica para realizar el trasplante a dos receptores adultos, uno de ellos de
peso inferior a 60 kg. La frecuencia de esta técnica ha aumentado en los ultimos afios con

resultados satisfactorios [37-39].
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Figura 6. Técnica de trasplante alternativo Split

Trasplante domino. Pacientes con un higado de estructura y funcion correcta son sometidos en
algunas ocasiones al trasplante del 6rgano para controlar el avance de un trastorno metabdlico que
afecta gravemente a su salud, es lo que sucede en pacientes con polineuropatia amiloidotica
familiar [40,41]. La polineuropatia amiloidoética familiar es una enfermedad metabdlica cronica, en
la que el higado posee una estructura y funcion correcta salvo la sintesis anémala de una proteina
denominada transferritina, que provoca el depdsito de sustancia amiloide en varios 6rganos, pero
sobre todo en el sistema nervioso autéonomo. Los sintomas de la enfermedad comienzan a
manifestarse entra la segunda y tercera década de la vida, aunque en algunos casos tarda incluso 75
afios en aparecer. La utilizacidon de estos injertos procedentes de un donante con polineuropatia
amiloidotica familiar estaria indicada en receptores de edad avanzada o en aquellos con tumores
hepaticos de mal prondstico en los que la supervivencia esperada tras el trasplante sea menor que el

tiempo de desarrollo de los sintomas de polineuropatia amiloidética familiar [42,43].
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El desarrollo de algunas de estas técnicas ha sido posible debido a la capacidad de regeneracion del
higado ante el dafio tisular, que a diferencia de otros tejidos con capacidad de regeneracion, no
depende de un grupo de células germinales (células stem) sino que se produce por la proliferacion
de las células hepaticas maduras [2,44]. Diversos estudios han mostrado que la respuesta
regenerativa del higado es proporcional a la cantidad de higado y tiene como resultado la

recuperacion del tamafio original del mismo al poco tiempo.

Pese a los esfuerzos realizados por aumentar la donacidén de organos y aunque las estrategias
adoptadas han permitido aumentar el numero de drganos disponibles para ser trasplantados, éstas

siguen siendo insuficientes para resolver el problema de la falta de 6rganos.

2.3 Disfuncion y retrasplante hepatico

Todos los avances llevados a cabo en los tltimos afios han permitido mejorar significativamente el
prondstico del trasplante hepatico, aumentando la supervivencia de los receptores y han convertido
al trasplante hepatico en la terapia de eleccion en nifios y adultos con enfermedades hepaticas
avanzadas sin tratamiento alternativo. Pero, pese a las mejoras introducidas en la técnica del
trasplante hepatico, la disfuncion del injerto sigue siendo la complicacion mas importante tras un

trasplante hepatico.

Cuando esta disfuncidén ocurre inmediatamente posterior al trasplante hepatico, sin causa alguna
conocida, se habla de disfuncion primaria del injerto (DPI) [45,46]. La DPI se puede subdividir en
dos grupos: “pobre funcion inicial del injerto”, que hace referencia a los higados que logran
mantener una funcién suficiente para evitar la muerte del paciente, y el “fallo primario del injerto
(FPI), que engloba a los higados que no logran mantener con vida al paciente a menos que éste sea

retrasplantado.

La lesion por I/R es la causa mas comun de FPI tras el trasplante [47,48]. El tratamiento de
eleccion para el FPI es el retrasplante. El FPI es la segunda causa de retrasplante después de las
complicaciones técnicas y el rechazo inmunoldgico, siendo responsable del 81% de los
retrasplantes durante la primera semana después del trasplante hepatico [17]. Aunque el
retrasplante es factible si se obtiene otro higado compatible, este hecho supone el
desaprovechamiento de higados para trasplante, acentuando aun mas el problema de la falta de

organos.

En el trasplante de higados marginales, la lesion de I/R se agrava, aumentando los casos de
malfuncién primaria y retrasplante tras la intervencion quirtrgica [20,49-54]. El desarrollo de
estrategias encaminadas a minimizar los efectos adversos del proceso de I/R en el trasplante
hepatico podria por un lado aumentar los organos disponibles para el trasplante al permitir la
utilizacién de los higados marginales y por otro aumentar el nimero de pacientes que se recuperen
exitosamente tras un trasplante hepatico, reduciendo el niimero de retrasplantes y evitando de ese

modo el desaprovechamiento de 6rganos.
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3. La lesion por isquemia-reperfusion hepatica

3.1 Introduccion

La lesion por isquemia-reperfusion (I/R) es un proceso complejo que se inicia cuando el higado se
ve privado temporalmente de flujo sanguineo (isquemia hepatica). Al restablecerse el flujo
sanguineo al higado (reperfusion hepatica) se agrava la lesion inducida por la isquemia (lesion por
I/R). Esta lesion tisular tiene por tanto dos componentes fundamentales: la lesion por isquemia
debido a la hipoxia, y la lesion por reperfusion provocada principalmente por la sintesis de diversos
mediadores inflamatorios [55]. La lesion por I/R fue reconocida como un desorden patologico
clinicamente relevante por Toledo-Pereyra et al. en 1975 realizando estudios en trasplante hepatico

experimental [56].

En la practica clinica tiene lugar la isquemia normotérmica y la isquemia fria, dependiendo de la
temperatura a la cual esta sometido el higado cuando tiene lugar la isquemia hepatica. Asi pues, se
habla de isquemia normotérmica si el higado se mantiene a 37°C durante el tiempo en el cual se ve
privado del flujo sanguineo. La lesion por I/R normotérmica es clinicamente relevante en cirugia
hepatica, trasplante hepatico, shock hipovolémico, algunos tipos de dafio toxico hepatico,
enfermedad veno-oclusiva y sindrome de Budd-Chiari. Por otro lado, la isquemia fria hace
referencia a la situacion en la cual el higado es sometido a una temperatura de 4°C cuando se ve
privado de forma temporal del aporte sanguineo. La lesion por I/R fria ocurre durante la
preservacion del higado antes del trasplante y se aplica intencionalmente para reducir la actividad
metabdlica del injerto mientras el drgano espera a ser implantado en el receptor. Existen muchas
similitudes entre la patologia y los mecanismos patogénicos de la lesion por isquemia
normotérmica y fria, pero también hay diferencias en los tipos celulares implicados. En los afios
80s se demostro que la I/R fria especificamente causaba dafio a las células endoteliales
sinusoidales. La lesion en las células endoteliales favorece la adhesion leucocitaria y de plaquetas,
lo cual induce fallos en la microcirculacion hepatica. En numerosos modelos experimentales se ha
demostrado que el grado de lesion en las células endoteliales se correlaciona con la duracién de la
isquemia fria. A diferencia de lo que ocurre en condiciones de isquemia fria, la I/R normotérmica
afecta a todos los tipos celulares hepaticos, tales como hepatocitos, células endoteliales,

macrofagos, leucocitos adherentes y plaquetas [57].

3.2 Relevancia clinica de la lesion por I/R en el trasplante hepatico

El procedimiento estandar para el trasplante hepatico se inicia con la extraccion del higado del
donante. Antes de su extraccion el higado es perfundido con la solucion de preservacion UW, a una
temperatura de 4°C. En este momento comienza la fase de isquemia fria. A continuacion el higado
es extraido del donante y colocado en solucidon de preservacion a baja temperatura (2-4°C), con la

finalidad de ralentizar al maximo el metabolismo hepatico hasta su posterior implante en el
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receptor. Este periodo de isquemia fria suele durar en la practica clinica de 6 a 8 horas. Tras este
periodo de isquemia fria, el 6rgano es sometido a un periodo de isquemia caliente 0 normotérmica,
que se prolonga desde que el 6rgano es situado en la cavidad abdominal del receptor hasta que se
restablece el flujo sanguineo en el higado trasplantado. Este periodo de isquemia normotérmica
corresponde al tiempo empleado en realizar la anastomosis de los vasos sanguineos hepaticos en la
intervencion quirurgica. Al restablecerse el flujo sanguineo en el 6rgano comienza la fase de
reperfusion [47] (Figura 7).
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Figura 7. Isquemia-Reperfusion en el trasplante hepatico

Estos periodos de isquemia fria y caliente, y posterior reperfusion que tienen lugar en el trasplante
hepatico provocan la activacion de toda una serie de mecanismos que dan lugar a la denominada
lesion de I/R [58,59]. La gravedad de la lesion por I/R tiene qué ver con la duracion del
procedimiento, tiempos de isquemia, episodios de hipotension intraoperatorios y el grado de
isquemia esplacnica. Ademas de lo anterior, la insuficiencia renal en el receptor, la realizacion de
retrasplante, y la politransfusion se han considerado como factores de riesgo [45]. Las alteraciones
metabolicas que tienen lugar durante el trasplante (aumento de lactato, citrato, hiperpotasemia,
RLO, etc.) seran mayores cuanto peor sea la situacion general del receptor, y podrian ser causa de
disfuncion hepatica, ya que muchas de estas sustancias deben ser metabolizadas por el nuevo
higado. También puede ser causa de disfuncion hepatica los problemas técnicos intraoperatorios

que ocasionan una isquemia normotérmica prolongada [60-65].

La lesion por I/R persiste como una complicacion seria en la practica clinica ya que esta asociada
con el riesgo de disfuncion del injerto y fallo hepatico después de la cirugia en el trasplante
hepatico; ademas de la insuficiencia pulmonar y del fallo multiorgdnico que en ocasiones
acompafian a estos cuadros [17,66,67]. Ademas, pese a los esfuerzos realizados por aumentar la
donacion de 6rganos y a pesar de las estrategias adoptadas que han permitido aumentar el numero
de organos disponibles para ser trasplantados, éstas siguen siendo insuficientes para resolver el
problema de la falta de 6rganos. El principal obstaculo para que las estrategias que tienen como
objetivo aumentar el nimero de donantes sean mas efectivas es la lesion por I/R. Las técnicas de
trasplante hepatico alternativas a la convencional conllevan un inherente periodo de I/R y con ello,
sus posibles efectos adversos. Por otro lado, para que los 6rganos marginales puedan ser utilizados
para trasplante en la clinica de manera rutinaria, seria necesario reducir el alto riesgo de disfuncion

o fallo que presentan los érganos marginales tras la intervencidn quirurgica. Por lo tanto minimizar
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los efectos adversos de la lesion por I/R podria aumentar el niimero de 6rganos disponibles para
trasplante y el de pacientes que se recuperen exitosamente de un trasplante hepatico. El primer paso
para lograr este objetivo seria el completo entendimiento de los mecanismos implicados en la
lesion por I/R [17,68].

3.3 Patofisiologia de la lesion hepatica por I/R

Si bien, en la literatura, la lesion por I/R se ha dividido en dos fases, la lesion causada por la
isquemia y la lesion debida a la reperfusion, la separacion de los eventos celulares que ocurren en
cada fase no es absoluta, ya que el dafio celular en el o6rgano hipéxico se acentiia despuds de la
restauracion del aporte de oxigeno, lo que sugiere que los eventos que suceden en la reperfusion,
son la consecuencia de aquellos que se inician durante la isquemia. Ademas se ha visto que la
reperfusion de un higado expuesto a un periodo de isquemia breve no induce ningin dafio

detectable, un hallazgo indicativo de que la reperfusion por si sola no es perjudicial [68].
e Isquemia

Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxigeno al organo y se detiene la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que comporta una deplecion en los niveles de ATP. La degradacion de
ATP estimula la glucdlisis anaerobica con la consiguiente formacion de acido lactico y fallo en la
homeostasis celular que se caracteriza por la pérdida de gradiente de los iones de sodio y de calcio
a través de las membranas celulares. Estos fendmenos inducen una alteraciéon en la permeabilidad e
integridad de la membrana citoplasmatica y de los organulos citoplasmaticos, lo cual produce
edema intracelular y alteraciones en las células de Kupffer y células endoteliales, pudiendo

desencadenar en la muerte celular [68].
e Reperfusion

La reperfusion (restablecimiento del flujo sanguineo) del higado previamente isquémico trae
consigo dos procesos beneficiosos para el tejido isquémico, por una parte se restable el aporte de
energia recuperando los niveles de ATP deplecionados durante la isquemia y por otra la
eliminacion de los metabolitos toxicos formados durante la fase previa, que tienen repercusion a
nivel sistémico y local. Desde este punto de vista, la reperfusion podria considerarse como un
prerrequisito para la recuperacion de la lesion isquémica. Se ha establecido que la lesion hepatica
causada por la reperfusion tiene lugar en dos etapas. La primera se iniciaria inmediatamente
después de la reperfusion con una duracion de entre 4 y 6 horas conocida como fase inicial o
aguda, y después tendria lugar una segunda fase que se alargaria durante 2 6 3 dias, conocida como
fase tardia o subaguda [69-72].

Tras la reperfusion se inicia toda una serie de fendémenos inflamatorios en los que estan implicados
multiples mediadores de la inflamacion, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los cuales al

interaccionar derivan en la lesion por reperfusion. A titulo de ejemplo, entre los mediadores
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inflamatorios descritos en la lesion por I/R hepatica destacan los RLO, interferon beta (IFNf),
interferon gamma (IFNYy), factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-oo y TNF-B), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), interleuquina 1 (IL-1),
interleuquina 12 (IL-12), interleuquina 18 (IL-18), leucotrieno B4 (LTB4), acido 12-
hidroxieicosatratraenoico (12-HETE), y el factor activador de plaquetas (PAF). Ademas, también
se ha demostrado la participacion de interleuquinas con propiedades antiinflamatorias tales como
interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 13 (IL-13), e interleuquina 10 (IL-10). Los mediadores
inflamatorios son modulados a nivel transcripcional. Estudios sobre transduccion de sefiales en I/R
hepatica han descrito un papel notorio para diferentes factores de transcripcion como factor nuclear
kappa B (NFkB), proteina activadora 1 (AP-1), receptor activador de la proliferacion de
peroxisomas alfa (PPAR), factor nuclear proteina de alta movilidad del grupo B1 (HMGB1),
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), transductor de sefial y activador de
la transcripcion 6 (STAT6), factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), y factor de transcripcion de
choque térmico (HSF). La lesion por reperfusion también implica a las quinasas intracelulares que
activan factores de transcripcion, como proteinas quinasa activadas por estrés (SAPK), quinasa c-

Jun N-terminal (JNK) o proteina quinasa activada por mitogeno p38 (p38 MAPK) [68].

La acumulacion de neutréfilos esta regulada por la participacion tanto de citoquinas, factores del
complemento, moléculas de adhesion y quimioquinas que permiten el reclutamiento, adhesion y
transmigracion de neutrdfilos. Algunas moléculas de adhesion celular conocidas por su papel en
I/R hepatica comprenden E-selectina, P-selectina, L-selectina, integrinas B1, integrinas (2,
molécula de adhesion intercellular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-
1). De la misma manera, se ha sugerido la participacion de quimioquinas, entre las que se han
mencionado la interleuquina 8 (IL-8) y sus homodlogos, el quimioatrayente de neutrdfilos inducido
por citoquinas 1 (CINC), la proteina activadora de neutrofilos derivada del epitelio 78 (ENA-78),
la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) 1 y 2, la quimioquina derivada de queratinocitos y la
proteina quimiotactica de monocitos (MCP) 1, 2,y 3 [68].

Por ultimo, la disfunciéon microcirculatoria resulta de una serie de eventos que involucra la
interaccion de células intravasculares (por ejemplo neutréfilos) con células no parenquimales,
(como las células endoteliales y las células de Kupffer) y que es mediada por la sintesis y
liberacion de moléculas de adhesion, citoquinas, factores del complemento, RLO, NO y endotelinas
(ET) [68].

Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados en la lesion
por I/R hepatica. En la Figura 8 se indican algunos de los mecanismos involucrados. Ademas, las
interrelaciones entre las vias de sefializacion participantes son muy complejas y alin no es posible
hablar con total certeza de los eventos que suceden desde que se inicia la reperfusion hasta que
tiene lugar el malfuncionamiento o FPI hepatico, pues las diversas investigaciones que abordan el
tema no han logrado converger en sus resultados, tal vez en parte por la gran diversidad de modelos

y disefios experimentales con los que se trabaja.
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3.4 Mediadores implicados en la lesion hepatica por I/R

A continuacion nos centraremos en los diferentes resultados existentes en la literatura acerca de las
posibles fuentes generadoras de RLO, de los efectos y mecanismos de accion del NO, del papel de
determinados mediadores proinflamatorios como el TNF, de determinados factores de transcripcion
como el NF«B, y de algunas quinasas intracelulares como las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK). Estos datos nos permitiran entender ain mas el por qué la I/R hepatica
continda siendo un problema sin resolver en la practica clinica.
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Figura 8. Algunos de los mecanismos involucrados en la patofisiologia de la I/R hepatica. La deficiencia
energética inducida por la isquemia induce un fallo en la homeostasis celular y alteraciones en las células de
Kupffer (CK) y células endoteliales (CE). Este hecho, junto con el desequilibrio en la produccion de NO y
ET contribuye al estrechamiento del lumen sinusoidal. Esto conduce a una acumulacién de neutréfilos y a
fallos en la microcirculacion hepatica. La activacion de las CK resulta en la liberacion de RLO (procedentes
del sistema X/XOD y de la mitocondria), TNF-a e IL-1. La liberacion de citoquinas, a través de la induccion
de moléculas de adhesiéon (ICAM y VCAM) y de la quimioquina CXC conduce a la acumulacion y
activacion de neutrofilos, causando dafio parequimal a través de la produccién de RLO y proteasas. De la
misma manera, la activacion del factor del complemento C5a activa a las CK; los linfocitos T CD4+
residentes y los recién acumulados en el higado pueden producir GM-CSF, INF y TNF-B, los cuales
amplifican la activacién de las CK y promueven el reclutamiento de neutroéfilos en el higado; el PAF es
responsable de la produccion de superdxido por parte de los neutrofilos mientras que el LTB4 puede
contribuir a la amplificacion de la respuesta de los neutréfilos. Adicionalmente, factores anti-inflamatorios
tales como IL-6, IL-10, IL-13 y el inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLP) atenuan el dafio por
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reperfusion. Finalmente, la teoria de la necroapoptosis postula que un proceso puede empezar con una sefial
comun de muerte celular y culminar en muerte celular necrdtica o en apoptosis, dependiendo de los niveles
energéticos celulares.

e Radicales libres de oxigeno

Los radicales libres se definen como moléculas, atomos, o iones que contienen uno O mas
electrones desapareados en su estructura. Por ello son sustancias inestables y poseen una gran
capacidad reactiva. Pueden captar o ceder electrones muy facilmente, generando reacciones en
cadena hasta dar lugar a compuestos mas estables. La reaccion de un radical libre con un no-radical
puede generar un radical libre diferente que puede ser mas o menos reactivo que el original. Como
consecuencia, las reacciones producidas por los radicales libres provocan reacciones en cadena que
pueden extender el dafio considerablemente. Los radicales libres que contienen oxigeno se
denominan radicales libres de oxigeno (RLO). Entre los RLO destacan: radical superoxido (O,7), el
perdxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH-) y el peroxinitrito (OONQO). El H,O, no es
estrictamente un RLO ya que no tiene un electrén libre, pero se considera junto con los RLO por su
capacidad de formar radicales hidroxilo.

Los RLO pueden producir lesion a través de la modificacion o dafio a nucledtidos, carbohidratos o
lipidos, pero parece que los efectos mas nocivos se producen a través de su accion sobre las
membranas celulares ya sea, a nivel de enzimas, receptores de membrana, mecanismos de
transporte o modificando las propiedades de lipidos o proteinas de dichas membranas. También
pueden desencadenar los procesos de peroxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados,
afectando directamente las propiedades fisicas de la membrana y provocando una deplecion de
estos acidos grasos esenciales [73,74].

El estrés oxidativo que acompafia a la lesion por I/R hepatica es la consecuencia de un
desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y anti-oxidantes. Entre los mecanismos que generan
sustancias pro-oxidantes destacan la generacién mitocondrial, la generacion por parte de los
fagocitos y la del sistema xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa (XDH/XOD). En cuanto a los
sistemas antioxidantes se destaca la superdxido dismutasa (SOD) y el glutation (GSH) como
sistemas enzimaticos y no-enzimaticos respectivamente. En la lesion por I/R se ven afectados los
sistemas antioxidantes que podrian eliminar los RLO. En este sentido la I/R provoca una
disminucién de los niveles de SOD y GSH, cosa que agrava aun mas los efectos nocivos de los
RLO.

Estudios realizados con inhibidores del sistema xantina/xantina Oxidasa (X/XOD) tales como el
alopurinol, apuntaban a este sistema como el principal generador de RLO en hepatocitos
implicandolo ademas en el dafio pulmonar asociado al trasplante hepatico. Por otro lado, otros
resultados obtenidos en modelos experimentales de higado perfundido aislado e isquemia
normotérmica han puesto en tela de juicio la importancia del sistema X/XOD, e indican que la

mitocondria podria ser la fuente principal de RLO. Sin embargo, algunos datos ponen en duda la
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relevancia patofisioldgica del estrés oxidativo intracelular (RLO generados por el sistema X/XOD
0 por las mitocondrias) durante la reperfusion. Datos obtenidos en un modelo murino de I/R
normotérmica in vivo, constatan que la mitocondria no parece participar activamente en el estrés
oxidativo inducido por la reperfusién. Ademas, otros estudios han demostrado que un aumento en
el estrés oxidativo después de 30 y 60 minutos de isquemia fue atenuado a través de la inactivacion
de las células de Kupffer, pero no por una dosis alta de alopurinol. En la misma linea, otras
investigaciones sefialan que son los neutrofilos, o las células de Kupffer las principales fuentes
generadoras de RLO. Sin embargo esta tltima hipotesis también se ha sometido a la controversia.
De hecho, la eliminacién de las células de Kupffer en el trasplante hepatico no modificé los efectos
nocivos de la I/R y los neutrofilos activados no son esenciales en el dafio por reoxigenacion [17].

La variedad de resultados respecto a los mecanismos de generacion de RLO en la I/R hepatica es
clara. Con el objeto de clarificar la importancia del sistema X/XOD frente a la mitocondria, debe
tomarse en cuenta las diferencias existentes en los modelos experimentales evaluados, incluyendo
los tiempos de isquemia. De esta manera, el sistema X/XOD desempeiia un papel crucial en el dafio
hepatico por I/R solamente en condiciones en las cuales ocurre una formacion importante de XOD,
como por ejemplo a las 16 horas de isquemia fria. Sin embargo, este sistema de generacion de RLO
no parece ser crucial a periodos isquémicos mas cortos tales como 6 horas de isquemia fria. Hay
que tener en cuenta ademas, que incluso después de periodos prolongados de isquemia, en los
cuales existe una relevante formacion de XOD, esta enzima puede estar desempefiando un papel

minoritario comparado con la mitocondria [17].

Por otro lado, también deben considerarse los farmacos usados para inhibir el sistema X/XOD, ya
que, el alopurinol por ejemplo, parece tener mas de un mecanismo de accién. El alopurinol no es
solamente un inhibidor potente de la XOD, sino que también parece mejorar la disfuncion
mitocondrial inducida por la isquemia. De la misma manera, es de importancia sefialar que la
implicacion de los hepatocitos y/o de las células de Kupffer como fuentes productoras de RLO
depende del periodo de isquemia y de la temperatura (4°C y a 37°C) a la cual se somete el higado
durante la isquemia, lo cual probablemente conduce a diferentes mecanismos de lesion en la I/R
[17].

e Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), es una molécula gaseosa que actiia como mensajero intra y extracelular,
producida por una familia de enzimas llamadas NO-sintasas (NOS) que convierten la L-Arginina,
en presencia de oxigeno, en L-citrulina. Se han caracterizados dos isformas del enzima: la forma
constitutiva, dependiente de calciocalmodulina, y la forma inducible por citoquinas que es
independiente del calcio. De la NOS constitutiva se han descrito dos tipos, una tipicamente
endotelial (eNOS) y la otra forma tipicamente de origen neuronal (nNOS). De la forma inducible
(INOS), en cambio, solo se ha encontrado una forma. Los tres tipos de NOS se expresan en el
higado, aunque parece que la nNOS no juega un papel relevante [75].



Introduccion 40

La eNOS se expresa de forma constitutiva en las células endoteliales arteriales y venosas del
higado, actuando como regulador del flujo sanguineo. Aunque su expresion es constitutiva, y su
actividad es dependiente de los niveles intracelulares de calcio, también se induce en respuesta a
estimulos extracelulares como son la adenosina o la bradiquinina [76]. Por el contrario, la
produccion de NO derivado de la iNOS se determina a nivel transcripcional. Los estimulos
principales para esta transcripcion son las citoquinas inflamatorias, como son el TNF-a, la IL-1f o
los lipopolisacarido (LPS) [77,78]. Se ha encontrado produccion de NO derivado de iNOS en
practicamente todas las células hepaticas, incluidas las células de Kupffer, los hepatocitos o las

células endoteliales cuando se ven sometidas a diferentes estimulos.

En la lesion por I/R es dificil establecer una distinciéon entre mediadores que ejercen efectos
beneficiosos o perjudiciales. E1 NO ejerce un efecto beneficioso frente al dafio por I/R en diferentes
organos, tejidos y células, mientras que otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso
seflalan una accion perjudicial de este mediador vasoactivo en el dafio por I/R hepatica. Estos
efectos diferenciales del NO se pueden explicar por las diferencias en las enzimas productoras de
NO, en los modelos experimentales de I/R hepatica utilizados y en la dosis y el tiempo en que se

administran los diferentes moduladores farmacologicos de NO [17].

En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la produccion de eNOS tendria efectos
beneficiosos en I/R hepatica, la produccidon de iNOS, podria contribuir al dafio hepatico. E1 NO
derivado de la isoforma eNOS, puede disminuir los desérdenes de la microcirculacion durante las
primeras horas de reperfusion. En contraste, el NO derivado de la iNOS no puede ser generado
hasta varias horas después de la reperfusion debido a que esta isoforma requiere induccion
transcripcional. El exceso en la produccion de NO derivada de la iNOS puede ser perjudicial
porque puede reaccionar con los RLO produciendo OONO™ una molécula altamente oxidativa que
puede conducir a peroxidacion de los lipidos de membrana, dafio hepatico y muerte celular.
Ademas, hay estudios que proponen que ¢l NO derivado de la iNOS induce la liberacion de
citocromo ¢ y de caspasas favoreciendo los procesos pro-apoptoticos. Sin embargo, también existen
controversias en relacion al papel del NO derivado de la iNOS ya que otros investigadores han
sugerido que él NO derivado de la iNOS es beneficioso porque induce la expresion de la proteina

anti-apoptdtica Bel-2 e inactiva caspasas [17].

Ademas, para entender los diferentes resultados en relacion al papel del NO en la lesion por I/R
hepatica, es importante clarificar si la fuente de NO es endogena o exdgena. En este sentido,
mientras que se ha demostrado que el NO endogeno puede reducir la acumulacidon de neutrofilos, la
suplementacion exdgena de NO no modifico este parametro pero se asocio con una inhibicion en la
produccion de ET [17].

e Acumulacion de neutrofilos

La activacion de neutrofilos esta implicada en la disfuncién microvascular y el dafio parenquimal
asociado a la I/R hepatica. Actualmente, se desconoce como se acumulan los neutrofilos en el
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higado. La teoria clasica propone que el aumento en la expresion de moléculas de adhesion, tales
como ICAM-1 y P-selectina son primordiales para la acumulacion de neutréfilos y el consiguiente
dafio hepatico asociado a la I/R. Oponiéndose a esta teoria, también hay resultados que demuestran
que la acumulacion de neutréfilos observada en el higado después de la I/R no depende de la sobre-
expresion de ICAM-1 o P-selectina [17,79].

Para explicar si la acumulacion de neutrofilos depende o no de las moléculas de adhesion, hay que
tener en cuenta la teoria propuesta por Jaeschke. Esta teoria propone que aunque la P-selectina y el
ICAM-1 parecen ser relevantes en la adherencia de los neutrofilos en las vénulas postsinusoidales;
la acumulacion de neutrdfilos en los sinusoides no depende de integrinas B2, de ICAM-1, ni de
selectinas. En estos sinusoides, los neutrdfilos se acumulan gracias a factores mecanicos como la
vasoconstriccion, el dafio y el edema de las células que forman la pared vascular, y una reducida
flexibilidad de la membrana del neutroéfilo sin la necesidad de un aumento en la expresion en las

moléculas de adhesion [17,79].

En la etapa de reperfusion, si el dafio vascular es considerable, se elimina la barrera de células
endoteliales y los neutrofilos tienen entonces acceso directo a los hepatocitos. Sin embargo, si las
células endoteliales estan dafladas pero aun estan presentes, puede requerirse entonces la
transmigracion. En estas condiciones, terapias anti-ICAM pueden reducir pero no previenen la
lesion por I/R. Respecto al papel de la P-selectina, las células endoteliales no contienen cuerpos de
Weibel Palade ni tampoco sobrerregulan transcripcionalmente niveles importantes de P-selectina.
Por otra parte, durante la I/R, un cierto niimero de intervenciones dirigidas contra las selectinas
reducen la acumulacion hepatica de neutrdfilos y el dafio celular. La causa de estos hallazgos no
puede ser debido a una reduccion del “rolling” dependiente de P-selectina en los sinusoides. Y para
explicarlo, se ha sugerido que la mayoria de los modelos de I/R hepatica incluyen algin grado de
isquemia intestinal, la cual conduce a la acumulacién de neutréfilos en érganos remotos incluyendo
al higado. Asi, pues el bajo numero de neutrofilos en el higado tras el bloqueo farmacoldgico de las
selectinas puede ser un efecto secundario debido a la proteccion que ejerce la terapia anti-selectina
en el dafio intestinal por reperfusion [17,79].

e Citoquinas

Las citoquinas son un grupo de proteinas no estructurales reguladas a nivel transcripcional y
producidas por una amplia variedad de células en respuesta a diferentes estimulos, que promueven
y regulan la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Actiian sobre diferentes tipos celulares, y a
menudo, tienen efectos diferentes sobre la misma célula diana. Inician su accidén al unirse a
receptores especificos de la membrana de la célula diana. La célula diana sobre la que actiian puede
ser la misma célula que secreta la citoquina (accion autocrina), una célula proxima (accion
paracrina) o bien una célula distante a la que llega a través de la circulacion (accion endocrina). La
expresion de los receptores de las citoquinas esta regulada por citoquinas, que permiten la
amplificacidn positiva o retroalimentacion negativa.
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En un proceso de I/R hepatica se encuentran implicadas numerosas citoquinas que modulan la
respuesta inflamatoria. Entre estas citoquinas se encuentran la IL-10, que es una citoquina anti-
inflamatoria producida por linfocitos y macrofagos, que modula la respuesta de otras citoquinas y
quimoquinas en diversos modelos de inflamacion. Se sabe que la IL-10 suprime la activacién de los
macréfagos, mediante la inhibicion de la sintesis de citoquinas proinflamatorias y de la generacion
de RLO, durante la fase aguda de la inflamacion. En diferentes modelos de I/R hepatica se ha
observado que existe liberacion de IL-10, y se piensa que ésta puede tener un papel esencial en la
supervivencia de los animales [80,81]. La administracion de IL-10 reduce la lesion hepatica de I/R

asociada al trasplante [82].

Otra citoquina implicada en la I/R hepatica es la IL-6. Algunos autores han observado que el dafio
por reperfusion disminuye al administrar IL-6 recombinante o se agrava en ratones deficientes en
IL-6 [83,84]. Su liberacién esta asociada con el inicio de la respuesta regenerativa del higado [85].
Por otro lado, la IL-6 puede tener efectos anti-inflamatorios regulando el mRNA de TNF-o durante

la reperfusion [83].

Las citoquinas que también tienen un papel relevante en la lesion local asociada a la I/R hepatica
son el TNF-o y la IL-1f, ambas con potentes acciones pro-inflamatorias. Ambas inducen la sintesis
de quemoquinas como la IL-8 y regulan la expresion de moléculas de adhesion, favoreciendo la
acumulacion de neutrofilos. Ademas se ha observado en diferentes modelos de I/R que ambas
citoquinas estan implicadas en la produccion de RLO; y que el TNF-a bajo determinadas
circunstancias puede inducir directamente la muerte de los hepatocitos por apoptosis [86-88]. Por
otra parte, hay que tener en cuenta que en la I/R hepatica, el TNF es protector o perjudicial
dependiendo del tipo celular y de las condiciones experimentales o patoldgicas. Por ejemplo, se ha
constatado el papel clave del TNF en procesos de regeneracion hepatica, inherente en resecciones
hepaticas y en el trasplante hepatico con injertos de tamafio reducido (trasplante pediatrico y de

donante vivo).

e NFkB

Los efectos diferenciales en los mediadores inflamatorios, explicados hasta el momento, se pueden
extrapolar también a los factores de transcripcion implicados en la lesion por I/R hepatica. A titulo
de ejemplo, el NFxB puede regular diferentes vias de sefializacion y por ello tiene el potencial de
ser tanto pro- como anti-apoptotico. Actualmente no esta claro si en la I/R hepatica, los efectos
beneficiosos del NFkB frente a la apoptosis prevalecen o no frente a su papel perjudicial en la
inflamacién. La inhibicion del NFkB en I/R hepatica reduce la acumulacién de neutrofilos y el
dafio hepatocelular. Estos datos sugieren la implicacién del NFxB en la respuesta inflamatoria
asociada a la I/R hepatica. Sin embargo, otros resultados evidencian que la activacion de NFkB es
primordial en la regeneracion hepatica, reduce la apoptosis y el dafio por I/R asociado al trasplante
hepatico [17].



Introduccion 43

e MAPKS

Las MAPKSs que incluyen la proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK 1/2), la

p38 MAPK vy la JNK, convierten estimulos extracelulares en sefiales intracelulares [89].

En el contexto de la lesion hepatica por I/R, numerosos estudios apuntan que la activacion de p38
MAPK y JNK induce apoptosis y necrosis [§9-95]. Sin embargo, otras investigaciones indican que
la activacion de las MAPKs aumenta la tolerancia de los hepatocitos y las células endoteliales
frente al insulto isquémico [96-99]. Por otro lado, aunque la activacion de la ERK 1/2 se asocia a
proliferacion celular, también existen estudios que indican su implicacion en el dafio hepatico por
I/R [100,101]. Estas diferencias en el papel de las MAPKSs en la lesion por I/R hepatica dependen
de las condiciones experimentales de estudio y de las isoformas de MAPKSs que se activan tras la

I/R ya que pueden tener efectos totalmente opuestos [98].

e Muerte celular

Ademas de los diferentes resultados encontrados en la literatura sobre el papel de los mediadores
inflamatorios implicados en la lesion por I/R y sus mecanismos de accidon, también existen
controversias en el tipo de muerte celular asociada a la I/R hepatica. Algunos investigadores han
evidenciado que la mayor parte del dafio parenquimal es causada por alteraciones necroticas
masivas. En contraste, otros autores han demostrado que la inhibicidén especifica de la apoptosis
previene el dafio parenquimal y aumenta la supervivencia tras periodos prolongados de isquemia.
Si bien durante mucho tiempo se ha asumido que la muerte celular necrdtica y apoptotica son
procesos diferentes, esta suposicion puede no ser valida actualmente [17,79]. A continuacion se
resume brevemente la informacion basica acerca de las vias de sefializacion de muerte celular en
los hepatocitos, con el propdsito de entender la via comin que conduce tanto a necrosis como a

apoptosis.

La apoptosis ocurre a través de dos vias principales. La primera, referida como via intrinseca
(mitocondrial), es activada por una variedad de factores de estrés como por ejemplo, dafio al DNA,
activacion de p53, deprivacion de factores de crecimiento, o desérdenes metabolicos. La segunda,
es la via extrinseca que se activa a través de receptores de muerte celular (Figura 9). Es bien
conocido que uno de los mas importantes reguladores de la via intrinseca es la familia de proteinas
Bcl-2. La familia Bcel-2 incluye miembros pro-apoptoticos tales como Bax, Bak, Bad, Bid y
miembros anti-apoptéticos como Bcl-2, Bcl-X1 y Bcel-W. Tras la sefial de muerte celular, las
proteinas pro-apoptodticas sufren modificaciones post-translacionales que derivan en su activacion y
traslocacion a la mitocondria. Entonces, la membrana mitocondrial exterior se vuelve permeable,
conduciendo a la liberacion de Citocromo C, el cual promueve la activacion de la Caspasa 9, que a

su vez activa a la caspasa 3, desencadenando finalmente la apoptosis [17,79].

En la via extrinseca, una variedad de mediadores incluyendo TNF-a, ligando Fas, y el ligando

inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) se unen a su respectivos receptores de muerte
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celular, lo cual causa oligomerizacion del receptor y la asociacion de varias proteinas adaptadoras,
incluyendo la proteina de dominio de muerte asociada a Fas, la proteina de dominio de muerte
asociada al receptor de TNF-a, y el factor asociado al receptor de TNF-a. La proteina de dominio
de muerte asociada a Fas y la proteina de dominio de muerte asociada al receptor de TNF-a
promueven la activacion proteolitica de la procaspasa 8 para convertirse en Caspasa 8 con actividad
catalitica. En hepatocitos la caspasa 8 interactia con la via intrinseca y rompe Bid, un miembro
pro-apoptdtico de la familia Bcl-2, generando la forma tBid, la cual se transloca a la mitocondria,
causando permeabilizacion mitocondrial y liberacion de los efectores mitocondriales de apoptosis,

tales como citocromo ¢ [17].

En los hepatocitos la sefializacion dependiente de TNF-a y de Fas induce el inicio de la transicion a
la permeabilidad mitocondrial (MPT). La MPT ocurre a partir de la apertura de un poro en la
membrana interior mitocondrial, conocido como poro de transiciéon a la permeabilidad. La MPT
conlleva a edema mitocondrial, ruptura de la membrana exterior mitocondrial, y liberacion del

Citocromo C y otras proteinas mitocondriales [17,79].
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Figura 9. Necrosis y Apoptosis en la I/R hepatica.
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Se pueden considerar otros mecanismos de liberacion del Citocromo C. En algunos modelos
experimentales, la interaccion de tBid con Bax o Bak, forma canales en la membrana mitocondrial
exterior liberando citocromo c y otras proteinas. Siempre que el ATP se encuentre disponible a
partir de la glicdlisis y haya mitocondrias aun intactas, el citocromo ¢ activa caspasas y otras
enzimas ejecutoras de apoptosis. Si el dafio en las mitocondrias y la deplecion de ATP es
considerable, se bloquea la activacion de las caspasas y culmina con la ruptura de la membrana
plasmatica y el inicio de la muerte celular por necrosis (Figura 9). Asi pues, el término
“Necrapoptosis” se utiliza para describir un proceso que empieza con una sefial de muerte celular
comun y el cual culmina ya sea en lisis celular (muerte celular necrética) o en reabsorcion celular
programada (apoptosis), dependiendo de factores tales como la disminucion de los niveles celulares
de ATP [17,79].

4. El higado esteatosico

4.1 Definicion y prevalencia

Un higado normal (sin esteatosis), posee aproximadamente un contenido de grasa de un 5% de su
peso total, siendo los fosfolipidos las grasas mas abundantes, y en menor medida triglicéridos y
colesterol no esterificado. La acumulacion de grasa es considerada patologica cuando el contenido
de grasa hepatica, consistente principalmente en triglicéridos, excede el 5% del peso del higado. En
un higado esteatdsico la grasa se acumula en el citoplasma de los hepatocitos y en el de las células
endoteliales de los sinusoides hepaticos. Asi pues, la esteatosis hepatica se puede caracterizar
cuantitativamente y cualitativamente [102]. La evaluacion cuantitativa se basa en el porcentaje de
hepatocitos que muestran vacuolas lipidicas en su citoplasma. Normalmente se clasifica como leve
cuando menos de un 30% de los hepatocitos contienen grasa, moderada si contienen grasa entre un
30% y un 60% de los hepatocitos, y severa si contienen vacuolas lipidicas mas de un 60% de los
hepatocitos. La evaluacion cualitativa divide la esteatosis en dos tipos: macrovesicular, cuando los
hepatocitos contienen una unica vacuola de gran tamafio que suele desplazar el nucleo del
hepatocito hacia la periferia, y microvesicular, si el hepatocito contiene multiples vacuolas
pequefias de grasa en el citoplasma. Las circunstancias mas habituales asociadas a esteatosis
hepatica son la obesidad, la diabetes tipo II, la ingesta de alcohol, la alimentacion parenteral,
enfermedades metabolicas y ciertos tipos de hepatitis infecciosas [103]. La esteatosis hepatica es la
enfermedad crénica del higado mas comun en el mundo y afecta a todos los grupos raciales, étnicos
y de edad. Varios estudios han reportado una prevalencia del 10% al 20% de esteatosis en la
poblacion delgada, 60% a 74% entre la poblacion obesa y mas de 90% en los obesos morbidos.
Aproximadamente 3% de los nifios delgados estan afectados y la prevalencia se incrementa hasta
un 53% entre los nifios obesos. Se espera que la prevalencia de esteatosis hepatica en la poblacion,
se incremente dramaticamente en un futuro cercano debido al aumento de la obesidad entre la

poblacion de los paises occidentales [102].
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4.2 Implicacion de la esteatosis hepatica en la cirugia hepatica

El higado esteatdsico supone un riesgo afiadido en la cirugia hepatica ya que estos higados toleran
peor que los no esteatdsicos la lesion por I/R. La esteatosis hepatica es un hallazgo histologico
comun en biopsias de higado humano, y se estima que mas del 20% de los pacientes programados
para reseccion hepdtica presentan algiin grado de esteatosis [102]. La esteatosis hepatica en las
resecciones esta asociada a deficientes resultados post-operatorios, caracterizados por una

vulnerabilidad a la lesion por I/R y a un fallo en la regeneracion hepatica [104,105].

En posibles donantes de higado, la prevalencia de esteatosis hepatica es del 26% [49]. La presencia
de esteatosis moderada aumenta la incidencia de fallo primario y disminuye la supervivencia del
paciente después de un trasplante hepatico [102]. Sin embargo, en muchos casos es necesario
recurrir a estos injertos debido a que el aumento en la demanda de érganos para trasplante no puede
cubrirse con higados en estado dptimo para ser trasplantados. Ademas, la esteatosis hepatica agrava
el problema de la falta de drganos ya que se sabe que entre todos los higados que no son aptos para
trasplante por sus condiciones patologicas, mas del 50% son higados esteatosicos, de ahi que la
esteatosis sea la causa del mayor numero de organos no aptos para trasplante, acentuando asi la
problematica del banco de 6rganos [49,68]. Debido al aumento de la obesidad en la poblacidn, se
espera por tanto que la prevalencia de esteatosis aumente igualmente y por lo tanto en la cirugia
hepatica, haciendo evidente una vez mas la necesidad de desarrollar estrategias protectivas para
minimizar los efectos adversos de la lesion por I/R en los higados esteatosicos. Esto disminuiria por
lo tanto el riesgo de disfuncién o fallo primario tras la cirugia hepatica y se aumentaria el numero
de injertos disponibles para ser trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los
mecanismos que conducen a la mayor susceptibilidad de un higado esteatosico ante la lesion por
I/R.

4.3 Lesion por I/R en el higado esteatosico

Como se ha mencionado anteriormente, los higados esteatdsicos toleran peor que los no
esteatosicos la lesion por I/R [17,49,79,103]. Sin embargo, las causas de la mayor susceptibilidad
de los higados esteatosicos frente a la lesion por I/R no estan totalmente definidas. La literatura

recoge como posibles causas los eventos que se describen a continuacion.

e Alteraciones en la microcirculacion

Las alteraciones en la microcirculacion se han propuesto como un factor importante en la tolerancia
reducida de los higados grasos a la lesion por I/R. La acumulacién de grasa en el citoplasma de los
hepatocitos esta asociada con un aumento en el volumen celular, que puede resultar en una
obstruccion parcial o total del espacio sinusoidal hepatico, causando un aumento en la resistencia
intraportal hepatica y una disminucion del flujo sanguineo que reciben los hepatocitos con
infiltracion grasa [106]. En humanos y modelos animales se ha demostrado que en el higado graso

se produce una disminucién de aproximadamente el 50% del flujo sanguineo sinusoidal, respecto a
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los higados normales lo que podria inducir un estado de hipoxia crénica [107-112]. Esta
disminucién en el flujo sanguineo se debe al aumento de tamafio de los hepatocitos debido a la
presencia de vacuolas lipidicas en su citoplasma y a un estrechamiento de la luz sinusoidal que
conlleva una inadecuada perfusion con las soluciones de preservacion durante la extraccion del
higado. La luz sinusoidal se ve ademas afectada por la liberacion de globulos de grasa (susceptibles
de sufrir peroxidacion) durante la preservacion del injerto y por pequefios trombos de fibrina y
elementos celulares que estan en la sangre después de la reperfusion [109-112]. Estas alteraciones
en la microcirculacion podrian amplificar los efectos negativos producidos por la I/R; de esta
forma, el edema celular y la adherencia de leucocitos que ocurre durante una I/R en combinacidén

con la reduccion del espacio sinusoidal pueden contribuir a causar una lesion hepatica grave.

e Peroxidacion lipidica

Estudios realizados en ratas Zucker sometidas a isquemia normotérmica indican que los higados
esteatdsicos presentan menos tolerancia frente al estrés oxidativo con respecto a los higados no
esteatosicos [113]. En diferentes modelos de higado graso sometidos a isquemia normotérmica o a
trasplante hepatico se muestra que la mayor susceptibilidad de los higados esteatosicos frente a la
lesion por I/R puede deberse a la elevada sensibilidad de este tipo de higado a los RLO [113-118].
Durante la reperfusion la generacion mitocondrial de RLO aumenta considerablemente, esto
conduce a que las estructuras mitocondriales se vean expuestas al ataque de los RLO generados
tanto fuera como dentro de estos organulos, conduciendo eventualmente a la disfuncidén
mitocondrial y al fallo en la sintesis de ATP [118-120]. Es bien conocido que los higados
esteatosicos sintetizan menos ATP tras la reperfusion [118]. Ademas, diversos estudios muestran
que durante la reperfusion se produce un aumento en la peroxidacion lipidica en los higados
esteatosicos, con respecto a los higados no esteatdsicos. La causa de este aumento en la
peroxidacion lipidica podria ser debido a que en los higados esteatosicos hay una mayor cantidad
de substrato facilmente oxidable [121]. En condiciones basales, los sistemas antioxidantes del
higado son suficientes para contrarrestar la peroxidacion lipidica que se produce en el higado. Sin
embargo, en higados esteatosicos sometidos a I/R, la peroxidacion de lipidos se ve muy
incrementada y los sistemas antioxidantes del higado se ven sobresaturados. La disminucién de
fosfolipidos como consecuencia de la peroxidacion lipidica conduce a la alteracion de la membrana
plasmatica [122]. Ademds los productos de la peroxidacion lipidica, como por ejemplo el
malondialdehido, podrian actuar como atrayentes de neutrofilos e inducir necrosis celular
[123,124].

Diversos trabajos se han enfocado en minimizar el estrés oxidativo al que son sometidos los
higados esteatdsicos [114,116,117]. Algunos de estos estudios en ratas Zucker obesas, modelo bien
caracterizado de obesidad inducida por dieta, indican que la administracion de tocoferol, que tiene
propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia del higado esteatdsico a la isquemia caliente. Por
otro lado, estudios experimentales en higados esteatdsicos inducidos mediante dieta deficiente en
colina-metionina, mostraron que la administracion de precursores de GSH, como la N-

acetilcisteina, pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en los higados esteatdsicos pero
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sin bloquear los RLO. Ademas, en higados esteatdsicos inducidos por una dieta rica en grasa o por
exposicion al alcohol, se producen RLO insensibles a la SOD y catalasa y que estan implicados en
la vulnerabilidad de este tipo de higados a la lesion por I/R [114,116-118].

Las dificultades encontradas en las terapias basadas en el tratamiento con antioxidantes para
reducir los efectos nocivos de los RLO en higados esteatdsicos también han sido evidenciadas
cuando se utilizan donadores de NO [124, 125]. La administracion de NO exdgeno en un modelo
experimental de trasplante hepatico protegio el injerto no esteatosico mientras que en el injerto
esteatosico el tratamiento con NO exogeno tuvo efectos negativos sobre la lesion hepatica y estos
pueden ser explicados por la formacion de OONO™ debido a la mayor presencia de RLO en los

higados esteatdsicos [125].

e Acumulacion de neutroéfilos

La presencia de infiltracion grasa en el higado produce alteraciones en la fluidez de las membranas
debido a la menor presencia de colesterol y de acidos grasos poliinsaturados en las mismas [126].
La alteracién en las membranas del endotelio sinusoidal de los higados grasos, junto con el mayor
deterioro que sufren las células endoteliales tras la isquemia fria en este tipo de higado, podria
derivar en un aumento en la adhesion y activacion de los neutréfilos en la reperfusion, y por tanto a
un aumento de la infiltracidon de neutrofilos en el tejido hepatico [126-128].

Se ha reportado la implicacidon de los neutrofilos en la mayor vulnerabilidad de los higados grasos
frente a la lesion por I/R hepatica especialmente en higados grasos inducidos por alcohol; sin
embargo, en otros modelos de esteatosis hepatica los neutrdfilos no parecen ser los responsables de
la menor tolerancia que presentan los higados grasos a la I/R [113,128-130]. En este sentido, se
observo la misma acumulacidon de neutrofilos en higados esteatdsicos y sin infiltracion grasa en
ratas Zucker sometidas a I/R hepatica normotérmica. Esto se confirm6 también en otros modelos de
esteatosis hepatica tales como el inducido por la ingesta de una dieta rica en colesterol [131,132].
En un modelo experimental de trasplante hepatico en ratas Zucker se ha demostrado que el bloqueo
de integrinas y selectinas, moléculas implicadas en la adhesién de los neutrdfilos al endotelio
sinusoidal, redujo la lesién hepatica y aument6 la supervivencia de las ratas tras el trasplante
hepatico [133-135].

e Activacion de las células de Kupffer

En los higados grasos, se ha demostrado un aumento en el nimero y en la actividad fagocitica de
las células de Kupffer, lo cual puede contribuir a aumentar la lesion por I/R en ese tipo de higado
[109]. Las células de Kupffer producen sustancias capaces de modular el flujo sanguineo sinusoidal
y son una fuente muy importante de RLO y citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y el IL-1
durante la etapa de reperfusion. Se ha demostrado la implicacion de las células de Kupffer en la
lesion por I/R asociada al trasplante hepatico, ya que la administracion de cloruro de gadolinio, un
inhibidor de la activacion de las células de Kupffer, produjo un descenso en los parametros de

lesion hepatica y aumento en la produccion de bilis y la supervivencia tras el trasplante [136].
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e Metabolismo energético

Diversos estudios muestran que tras varias horas de isquemia normotérmica o fria los higados
esteatosicos presentan una deplecion de los niveles de ATP mayor que la sufrida por los higados no
esteatosicos [137,138]. Por el contrario, en otros estudios llevados a cabo en un modelo de
isquemia hepatica normotérmica se observaron niveles semejantes de ATP en ambos tipos de
higados durante la isquemia. Por otro lado, se observo que tras la reperfusion, los higados
esteatosicos presentaban una recuperacion del metabolismo energético mas lenta [51]. Segun estos
datos, la esteatosis no afecta directamente al metabolismo energético de los hepatocitos durante la
isquemia, pero reduce la capacidad de las mitocondrias de generar ATP al iniciarse la reperfusion
tanto en la isquemia normotérmica como en la isquemia fria [127,137,139-145]. Diversos autores
postulan que la presencia de grasa en el hepatocito produce diversas alteraciones en las
mitocondrias que se hacen mucho mas evidentes tras un proceso de I/R y que dan lugar a la
sobreproduccion de RLO y a un significante deterioro del metabolismo energético tras el trasplante,
siendo ambos factores responsables de la poca tolerancia que presentan los higados esteatdsicos a
la lesion por I/R [127,137,141,146,147].

e Mecanismo de muerte celular

Una caracteristica clave del dafio isquémico en el higado no esteatdsico es la apoptosis, una forma
activa de muerte celular que requiere energia y no esta asociada a inflamacion. El porcentaje de
hepatocitos apoptdticos después de la I/R se correlaciona con el dafio hepatico y con la
supervivencia de los animales de experimentacion [49,114,138,148,149]. Ademas, varias
estrategias antiapoptdticas han demostrado ser altamente protectoras frente el dafio isquémico en
higados no esteatosicos [114]. Por otro lado, se ha demostrado que los higados esteatdsicos
presentan alteraciones en la via de sefializacion que conduce a apoptosis. Estudios realizados en
ratas de la cepa Zucker han sefialado que los higados esteatosicos sometidos a I/R normotérmica
presentan un grado reducido y un retraso en el desarrollo de la apoptosis en comparacion con
higados no esteatosicos en las mismas condiciones. En cambio, se produce una necrosis masiva en
los higados esteatdsicos, y un minimo de necrosis en los higados no esteatdsicos. En la necrosis se
produce rotura inespecifica de los organulos celulares y de la membrana citoplasmatica y conlleva
la liberacion del contenido citoplasmatico que contribuye a agravar la lesion inflamatoria hepatica
[49,104,150]. En consonancia con lo anterior, estrategias terapéuticas basadas en la inhibicion de la
apoptosis, que reducen el dafio isquémico en higados no esteatdsicos, no son capaces de proteger
en presencia de esteatosis [17,79,114]. El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte
celular podria estar asociado, entre otros factores, con la disponibilidad de ATP de la célula, ya que
la apoptosis es un proceso dependiente de ATP. El deterioro del metabolismo energético que
presentan los higados grasos tras la I/R hepatica podria explicar el fallo de la apoptosis en este tipo

de higados y el predominio de la lesion por necrosis como forma de muerte celular [49, 104,150].

Las diferencias en los mecanismos de muerte celular y en los mecanismos implicados en la lesién

por I/R en higados esteatdsicos con respecto a los higados no esteatdsicos, explican las dificultades
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para prevenir efectivamente la lesion por I/R en los higados esteatdsicos. De esta manera,
estrategias terapéuticas o dosis de farmacos que son efectivas en higados no esteatdsicos pueden no

serlo en presencia de esteatosis.

5. Estrategias terapéuticas para disminuir la lesion por I/R

A pesar de los avances en las soluciones de preservacion, en los tratamientos farmacoldgicos y de
terapia génica y en estrategias quirdrgicas que han tenido como objetivo el disminuir la lesion por
I/R asociada al trasplante hepatico, los resultados hasta el momento no han sido concluyentes.
Algunas de estas estrategias terapéuticas, como es el caso del precondicionamiento isquémico,
ejercen sus mecanismos de accidon sobre una multitud de vias de sefializacion celular induciendo asi
una mayor tolerancia del tejido a la I/R; mientras que otras interfieren directamente en alguna de
las vias responsables de la lesion de I/R inhibiendo alguna de las moléculas implicadas o
potenciando una posible via protectora.

5.1 Soluciones de preservacion

Una de las primeras estrategias aplicadas para reducir la lesiéon de I/R fue la reduccion de la
actividad metabdlica por enfriamiento del 6rgano a 2-4°C. El enfriamiento implica la utilizacion de
soluciones de preservacion, por lo que muchas estrategias se han encaminado a mejorar las
soluciones de preservacion para extender el periodo de preservacion y para reducir los efectos
negativos de la hipotermia sobre el 6rgano. Desde su introduccion por Belzer et al. a finales de los
80s, la solucion UW se ha convertido en la mas utilizada en la practica clinica para la preservacion
de la mayoria de los o6rganos en trasplante. La diferencia de esta solucion con las restantes es que
no contiene glucosa lo cual evita la produccion de lactato y los problemas de acidosis, en cambio
contiene adenosina que inhibe la agregacion plaquetaria, la acumulacion de neutréfilos, y es un
substrato para la sintesis de ATP, y contiene antioxidantes como GSH y alopurinol para evitar los
efectos nocivos de los RLO. La introduccién de la solucion de la UW supuso un avance importante
en la preservacion de organos y con su utilizacidon se logrd alargar el tiempo de isquemia. La
inclusion de algunos componentes en la solucion UW ha sido tanto defendida como criticada. Por
ejemplo, variantes simplificadas de la solucion UW en las cuales se ha omitido la adenosina han
mostrado tener potencial protector similar o aun mayor durante la preservacion fria del higado.
Otra de las limitaciones de la solucion de UW es la presencia de hidroxietilamidon, que previene el
edema intersticial pero también es un proagregante de gldbulos rojos que puede producir un lavado
incompleto del injerto hepatico con el consiguiente ¢stasis venoso y respuesta inflamatoria.
Ademas de lo anterior, muchas de las sustancias que se encuentran en la solucion UW (alopurinol,
lactobionato) no protegen bien por no estar en concentraciones adecuadas o por tener dificultades
para llegar al sitio de accién. De hecho, hay estudios en humanos indicando que a pesar de la
presencia de alopurinol en UW, este antioxidante no ha logrado frenar los efectos nocivos del
sistema generador de RLO, X/XOD [17,79].
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Existen alternativas a la solucion de preservacion UW. Por ejemplo, la solucion Histidina-
Triptofano-Cetoglutarato (HTK) presenta una viscosidad mas baja que la UW y omite el almidon
en su composicion. Esto permite un mejor lavado inicial del érgano mas rapido durante la
recuperacion del organo, resultando en un enfriamiento mas rapido y en un mejor lavado del
organo para eliminar mas eficazmente los globulos rojos del organo a trasplantar. En un ensayo
clinico aleatorio, se compard a la solucion UW con la solucion HTK en trasplante hepatico con
injertos procedentes de donante cadavérico y se observaron parametros similares funcion hepatica y
de supervivencia del receptor. Ademas, en este estudio la incidencia de complicaciones fue
significativamente mayor en los higados preservados en HTK. La solucion de preservacion de
Celsior tiene una composicion mas alta en sodio y mads baja en potasio y omite el almidon en su
composicion. El bajo contenido en potasio disminuye la hiperpotasemia tras la reperfusion del
organo y al no contener almidén su viscosidad es muy baja. La comparacion entre la solucion UW
y la solucion Celsior ha mostrado resultados similares en cuanto a eficacia y seguridad para la
preservacion de injertos hepaticos. Una solucion UW-Polietilenglicol (PEG) llamada Instituto
George Lopez (IGL-1) combina la inversién de la concentracién de los iones K' y Na' y la
sustitucion del hidroxietilamidén por PEG. Con esta solucion de preservacion, se ha demostrado
una mejora en la microcirculacion y una reducciéon en el dafio hepatico por I/R en trasplante
hepatico experimental; sin embargo la superioridad de esta solucion todavia no ha sido claramente

demostrada en humanos [151,152].

Con la finalidad de reducir el dafio que suftre el injerto hepatico durante su preservacion fria, se han
introducido una variedad de ingredientes en la solucidon de preservacion UW, con resultados
prometedores: el andlogo estable de la protaciclina (PGI2) OP-4183, el inhibidor de la p38 MAPK
FR167653, el donador de ON nitroprusiato de sodio, el antagonista del PAF E5880, inhibidores de
la calmodulina, bloqueadores de los canales de Ca™ tales como nisoldipina, factores tréficos,
inhibidores de la calpaina o de caspasas, S-adenosilmetionina (SAM), insulina, o fructosa 1,6-
bifosfato (FBP). Sin embargo, ninguna de estas modificaciones en la composicién de la solucién
UW ha llegado a su aplicacion rutinaria en la practica clinica. La adicidon de inhibidores de
caspasas en la solucion UW previene la apoptosis de las células endoteliales pero tuvo poco efecto
sobre la necrosis, forma predominante de muerte celular en los higados esteatosicos. En linea con
lo anterior, la adicidon de precursores para la resintesis de ATP tales como SAM, resultdé en una
recuperacion inicial pobre de ATP durante la reperfusion hepética. La insulina y el FBP han sido
recomendadas y afiadidas a la solucion de preservacion UW con el objetivo de estimular la
glicdlisis y modular la actividad de las células de Kupffer, respectivamente. Sin embargo, estudios
posteriores mostraron que estas modificaciones en la solucion UW podria exacerbar el dafio
isquémico del injerto y disminuir la tasa de supervivencia del injerto en trasplante hepatico
experimental [17,79].

En la tabla 2 se incluyen algunos de los aditivos empleados en las soluciones de preservacion en
los ultimos 5 afios, como estrategia empleada en modelos experimentales a si como en la practica

clinica para proteger al higado frente a la lesion por I/R.
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ADITIVOS PARA SOLUCIONES DE PRESERVACION

Farmaco o Aditivo Especie Modelo Tiempo de Efecto
Experimental Isquemia
APC [153] Rata Isquemia fria 2,6,20 horas | | Dafio hepatico, apoptosis, acido
Proteasa sérica hialuronico, IL-6, TNF-o, ET-1,
anticoagulante infiltracion de neutrofilos y macréfagos
T Supervivencia y  microcirculacién
hepatica
Carvedilol [154] Rata Isquemia fria 24 horas d Daiio hepatico, desérdenes
Antioxidante y bloqueador-f3 microcirculatorios, ATP, estrés oxidativo y
dafio mitocondrial
EGF, IGF-1 [155] Rata Isquemia fria 24 horas J Dafio hepatico y necrosis
Factores de crecimiento
Oxycyte [156] Rata Isquemia fria 8 horas J Daiio hepatico
Perfluorocarbono
Peg-Alb [157] Rata Isquemia fria 30 horas J Dafio hepatico
Polyetylen glycol-albumina T Flujo de la vena Porta
rMnSOD [158] Rata Isquemia fria 16 horas 1 Estrés oxidativo
Antioxidante Humano
RXP409 [159] Rata Isquemia fria 42 horas d Daiio hepatico
Inhibidor de la MMP
Simvastatin [160] Rata Isquemia fria 16 horas J Dafio hepatico, apoptosis e inflamacion,
Vasoprotector e inhibidor de disfuncién  endotelial 'y  desérdenes
la HMG-CoA reductasa microcirculatorios
TAT-HO-1 [161] Rata Isquemia fria 2,6,12, 1 Dafio hepatico y BAX
Proteina de fusion con la 18 horas T Bel2
hemo-oxigenasa
Tauroursodeoxycholate Rata Isquemia fria 2 horas 1 Estrés del reticulo endoplasmatico
[162] Acido biliar

Tabla 2. Aditivos empleados en las soluciones de preservacion en los ultimos cinco afios, para proteger los
higados frente a la lesion por I/R.

5.2 Estrategias farmacologicas

Numerosos estudios experimentales se han centrado tanto en inhibir los efectos nocivos de la
isquemia como la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusién. Con esta finalidad, se han
administrado farmacos como la cloroquina o la clorpromazina para prevenir las disfunciones
mitocondriales y la degradacion de fosfolipidos durante la isquemia hepatica. Para inhibir las
acciones de los RLO durante la reperfusion se ha tratado con antioxidantes como tocoferol, N-
acetilcisteina, glutation éster (GSH-éster), o alopurinol, y se han administrado también anticuerpos
dirigidos al TNF para bloquear las acciones nocivas de esta citoquina. Para reducir los desordenes
microcirculatorios asociados a la I/R hepatica se han realizado tratamientos con dopamina y ATP-
MgCl,. Se han utilizado también farmacos como adenosina, dopamina, donadores de NO, L-
arginina, y anticuerpos anti-ICAM-1 y anti-P-selectina para bloquear la acumulacion de
neutrdfilos. Sin embargo, ninguno de estos tratamientos han logrado frenar la lesion por /R
hepatica [17,79]. Debe tenerse en cuenta las dificultades de frenar la inflamacion asociada a este
proceso, debido entre otros factores a los multiples mediadores y tipos celulares implicados en esta

respuesta inflamatoria. Ademas, también deben considerarse las dificultades derivadas del
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tratamiento farmacologico. En este sentido, el GSH-éster no llega al lugar de accion a
concentraciones Optimas ni en el momento adecuado. La administracion de anticuerpos anti-TNF
provoca sélo una inactivacion parcial de la proteina. Pequefias variaciones en la dosis de donadores
de NO tienen efectos totalmente opuestos. Ademas, no hay que descartar los posibles efectos
secundarios derivados de los farmacos, ya que en el caso de la dopamina, adenosina y donadores de

NO se han descrito efectos nocivos sistémicos [17,79].

Los problemas para modular la lesiéon por I/R en higados esteatdsicos son mayores que en los
higados no esteatdsicos. Este tipo de higados con infiltracion grasa generan RLO que son
insensibles a la accion de antioxidantes como la SOD y la catalasa. La diferencia en los
mecanismos de accion entre higados sanos y esteatdsicos supone que tratamientos efectivos en
higados sanos pueden no serlo en presencia de esteatosis y ademdas la dosis de farmaco a
administrar puede ser diferente en ambos tipos de higado. Hallazgos como este deben de tenerse en
cuenta si se pretenden aplicar estrategias que protejan ambos tipos de higados. A titulo de ejemplo,
la administracion de un donador de NO en un modelo de trasplante hepatico experimental logrd
reducir el estrés oxidativo en higados sanos, mientras que la suplementacion de NO, a la misma
dosis, aumentd la vulnerabilidad de los injertos esteatdsicos al sindrome de I/R. Por otra parte,
también podrian existir farmacos que so6lo fueran efectivos en higados esteatosicos. De hecho,
farmacos como la cerulenina que pueden actuar sobre la UCP2 disminuyendo su expresion, logran
aumentar el contenido de ATP en higados esteatdsicos pero no tienen ningun efecto en higados

sanos. Resultados similares se han obtenido con la carnitina [17,79].

En la tabla 3 se incluyen algunas de las estrategias farmacologicas empleadas en los tltimos 5 afios

en modelos experimentales y en la practica clinica para proteger al higado frente a la lesion por I/R.
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ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS

Inhibidor de la tirosina
quinasa

Farmaco Especie Modelo Tiempo de Efecto
Experimental Isquemia

A-779 [163] Rata Isquemia Fria 6 horas l Dafio hepatico, estrés oxidativo y
Receptor antagonista de la necrosis
Ang-(1-7) T Supervivencia
ABC294640 [164] Raton Isquemia caliente 60 min l  Dafio hepatico, infiltracién de
Inhibidor de la esfingosina neutrofilos, NO, NFxB y TNF-a,
kinasa-2 T Supervivencia
Allopurinol [165] Ratén Isquemia caliente 30 min 1 Estrés oxidativo y actividad de XOD
Inhibidor de la XOD
ATIR, AT2R 1II [166] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico, MDA y nitrotirosinas
Antagonista del Receptor de + hepatectomia
la Ang Il tipo Iy 1]
Apocynin [165] Raton Isquemia caliente 30 min 1 Estrés oxidativo y actividad de NADPH
Inhibidor de la NADPH oxidasa
oxidasa
Ascorbato [167] Rata Isquemia caliente 30 min | Dafio hepatico y activacién de las
Vitamina C o dcido L- células kupffer
ascorbico
Atorvastatin [168] Raton Isquemia caliente 60-90 min | | Dafio hepatico, y estrés oxidativo
Vasoprotector e inhibidor
de la HMG-CoA reductasa
Atorvastatin [169] Raton Isquemia caliente 60 min | Daiio hepatico
Vasoprotector e inhibidor T Activacion de TLR4 y NFkB
de la HMG-CoA reductasa
bpV(HOpic) [170] Rata Isquemia caliente 60 min { Dafio hepatico, apoptosis y PTEN
Inhibidores PTEN T Activacion de PBK/Akt
Captopril [171] Rata Isquemia caliente 60 min { Daiio hepatico
Bloqueador de la Ang 11
Cardiotrophin-1 [172] Cerdo Isquemia fria 4 horas | Daiio hepitico, estrés oxidativo, IL-1 p,
Citoquina TNF-a, IL-6 y caspasa-3

T Supervivencia
CORM-2 [173] Rata Isquemia caliente 60 min 0 Dafio hepético, neutrofilos, apoptosis,
Molécula  liberadora  de NF«B, TNF, IL-6, y expresion de I[CAM
mondxido de carbono
EGF [174] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico
Factor de  crecimiento
epidérmico
Erythropoietin  [175] Ratén Isquemia Fria 90 min 1 Dafio hepético y apoptosis
Hormona glicoproteica
17B-Estradiol [176] Rata Isquemia Fria 4 horas | Dafio hepatico, apoptosis y glicogeno
Hormona esteroide sintasa kinasa-3f

T Supervivencia y AKT
Fasudil [177] Rata Isquemia caliente 30 min | Dafio hepatico, activacion de HSC, ET-
Inhibidor Rho-kinasa 1 y presion portal

T Supervivencia
FK506 [178] Rata Isquemia fria 60 min 1 Dafio hepético, edema, necrosis y
Inmunosupresor Isquemia caliente 60 min activacion de AIF-1
Fructose [179] Rata Isquemia fria 26 horas | Daiio hepatico
Monosacarido T ATP
GW9662 [180] Rata Isquemia fria 6 horas | Daiio hepatico
Antagonista del PPARy
IGF-1 [174] Rata Isquemia caliente 60 min 1 Dafio hepatico
Factor de crecimiento
MF-1 [181] Rata Isquemia caliente 90 min | Dafio hepatico y estrés oxidativo
Peptido metron factor-1 T Supervivencia y sintesis de NO
MPLA [182] Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico
Agonista del TLR4 T Supervivencia
n-3 PUFA [183] Rata Isquemia caliente 60 min 1 Dafo hepatico, inflamaciéon y estrés
Acido graso polinsaturado oxidativo
Nilotinib [184] Ratén Isquemia caliente 60 min 1 Dafio hepético, apoptosis, IL-1p, IL-6,

MCP-1, MIP-2, JNK, p38 MAPK,
activacion y reclutamiento de monocitos




Introduccion

55

PD123319 [171] Rata Isquemia caliente 60 min { Daiio hepatico
Blogueador de Ang 11
PNU-282987 [107] Ratén Isquemia caliente 60 min 1 Dafio hepético, activacion de NF«B y
Agonista del receptor de expresion de HMGB1
acetilcolina nicotinica a7a
RBP4 [180] Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico y expresion de PPARy
Adipocitoquina
Retinol [185] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico y esteatosis
Vitamina A T Regeneracién
rHuEPo [186] Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico y apoptosis
Hormona glycoproteica T Supervivencia
RMT1-10 [187] Raton Isquemia fria 20 horas l  Dafio hepatico, infiltracién de
Blogqueador de TIM-1 neutrofilos y activacion de NFkB
rMnSOD [158] Rata Isquemia fria 16 horas l Dafo hepatico, inflamacion y
Antioxidante desordenes en la  microcirculacion

hepatica y en la disfuncion endotelial
rPSGL-Ig [188] Humano Isquemia fria 60 min { Daiio hepatico
Antagonista selectin TIL-10
Sevofluorane [189] | Humano Isquemia caliente 30 min | Daiio hepatico y complicaciones post-
Agente inhalador operatorias
anestesico
Simvastatin [190] Rata Isquemia fria 16 horas { Dafio hepético, apoptosis e inflamacién,
Vasoprotector e inhibidor disfuncion endotelial y mejora en la
de la HMG-Cod reductasa microcirculacién hepatica
Sirolimus [191] Rata Isquemia caliente 60 min | Daiio hepatico, apoptosis, acumulacion
Inmunosupresor + hepatectomia de neutrofilos y MDA
SQ22536 [192] Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico, acumulacion de lactato,
Inhibidor de la adenilato estrés oxidativo y desordenes
ciclasa microvasculares

T Supervivencia
Tauroursodeoxycholate Rata Isquemia fria 6 horas { Daiio hepitico y expresion de PPARy
[182,193] Isquemia caliente 60 min 1 Estrés del RE
Acido biliar + hepatectomia
TBC-1269 [194] Raton Isquemia caliente 90 min | Expresiéon de TNF-o. y ERK 1/2
Antagonista PAN-selectin TIL-10
Trans-resveratrol [195] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico y MDA
Antioxidante T Catalasa, GSH y SOD
Tetryine [196] Raton Isquemia caliente 90 min 0l Dafio hepatico, acumulacion de
(Canal  bloqueador  del neutréfilos y MDA
calico T soD
WY-14643 [91] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico, citoquinas inflamatorias
Agonista de PPARo. y estrés oxidativo
WY-14643 [197] Rata Isquemia caliente 90 min { Daiio hepatico
Agonista de PPARo.
WY-14643 [198] Ratén Isquemia caliente 90 min | Daiio hepatico
Agonista de PPARo.
YM-53601 [168] Ratén Isquemia caliente 60-90 min | | Dafio hepatico, estrés oxidativo y
Inhibidor  de  escualeno esteatosis
sintasa

Tabla 3. Estrategias farmacologicas empleadas en los ultimos cinco afios para proteger los higados frente a la
lesion por I/R.
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5.3 Terapia génica

Los actuales avances en biologia molecular proporcionan nuevas oportunidades para reducir el
dafio hepatico por I/R a través del uso de terapia génica. Por otra parte, su utilizacion de momento
se ha limitado a modelos experimentales animales. Para suprimir el estrés oxidativo en la lesién por
I/R hepatica, se han realizados pre-tratamientos basados en la sobre-expresion de SOD o catalasa
utilizando como vehiculo adenovirus, liposomas o polientilenglicol. Para inhibir la apoptosis, se ha
buscado la sobreexpresion del gen BcL-2, utilizando principalmente como vehiculo adenovirus.
Para limitar la acumulacion y la activacion de neutrofilos, se ha reducido la expresion de ICAM-1
utilizando como vehiculo liposomas. Se han desarrollado estrategias citoprotectoras basadas en la
expresion de genes tales como la hemo- oxigenasa-1 (HO-1), la citoquina anti-inflamatoria IL-13 y
el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra), empleando como vectores adenovirus o liposomas.
Se ha intentado modular la accion del NFkB a través de la transfeccion adenoviral de una forma
mutante de IkB, el cual inhibiria NFxB y aliviaria la respuesta inflamatoria hepatica asociada a la
I/R. Por otra parte, los problemas de la terapia génica pasan por la toxicidad de vectores, por la
dificultad en conseguir una expresion optima de la proteina en el momento y lugar adecuado, y por
la dificultad de conseguir mutantes adecuados (en el caso de NFxB), debido a las controversias
existentes en la activacion de NFxB [17,79].

En los ultimos afios, el uso de las terapias basadas en RNA interferentes pequefios (siRNA) para
regular las acciones biologicas de los mediadores inflamatorios en una gran variedad de patologias
[199] ha creado gran interés. Asi pues, en el contexto de la I/R hepatica se han aplicado estrategias
terapéuticas basadas en la administracion de siRNA para adiponectina [91], esfingomielinasa
acidica, [200] o moléculas relacionadas con la apoptosis tales como Bax [201], el receptor
apoptdtico Fas [202], 1a caspasa 8 y la caspasa 3 [203]. Tales estrategias han protegido frente al
dafio hepatico inducido por I/R. Sin embargo, uno de los mayores desafios para que estas
estrategias puedan alcanzar su aplicacion clinica es el desarrollo de estrategias que sean capaces de
permitir un silenciamiento génico estable sin inducir efectos secundarios adversos. Dado que los
siRNA son acidos nucleicos, se degradan facilmente en suero y por lo tanto necesitan un vehiculo
que permita un transporte estable, una internalizacion celular especifica y confiable y ademas una
farmacocinética favorable para utilizarse como terapia farmacologica. La posible toxicidad de
dichos vehiculos asi como el riesgo de inmunogenicidad también son obstaculos que deben ser
superados. Una vez que se desarrollen vehiculos adecuados para su uso en la clinica, aun quedan
otros obstaculos por afrontar. Aunque los siRNA exhiben una especificidad alta por su RNA diana,
existe la posibilidad de que puedan silenciarse RNAs parcialmente complementarios y que no son
el objetivo del siRNA utilizado [204].

En la tabla 4 se incluyen algunos de los estudios en terapia génica desarrollados en los ultimos 5
aflos, como estrategia empleada en modelos experimentales para proteger al higado frente a la

lesion por I/R.
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TERAPIA GENICA

Estrategia / Gen Especie Model Tiempo de Efecto
Diana Experimental Isquemia

Adiponectina [91] Rata Isquemia caliente 60 min T Dafio hepatico y estrés oxidativo
(siRNA)
Stem cells derivadas Raton Isquemia caliente 15 min | Daiio hepatico
de tejido adiposo + hepatectomia T VEGF
[205]
Stem cells derivadas Rata Isquemia caliente 60 min l Dafio hepitico, apoptosis y estrés
de tejido adiposo oxidativo
mesenquimal [206]
FGL2 [207] Raton Isquemia caliente 60 min | Daiio hepatico
(transgénico)
NFxB decoy Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico, NFkB, IL-6 y TNF-a
oligonucleotidos [208]
PHD1 [209] Raton Isquemia caliente 90 min | Daiio hepatico y estrés oxidativo
(knockout)
TLR4 [210] Raton Isquemia caliente 60 min | Dailo hepatico, infiltracién de neutréfilos
(knockout) y citoquinas
TLR4 [211] Ratén Isquemia caliente 35 min | Dafio hepatico, infiltracién de neutréfilos
(knockout) y citoquinas pro-inflamatorias

Tabla 4. Estrategias de terapia génica empleadas en los ultimos cinco afios, para proteger los higados frente a
la lesion por I/R.

5.4 Estrategias quirurgicas

Diversas estrategias quirtirgicas han demostrado ser protectoras frente a la lesion por I/R hepatica
en modelos experimentales, tales como el shunt portosistémico, el clampaje intermitente (CI) o el
precondicionamiento (PC) isquémico [212-214]. Estas dos ultimas estrategias ademas se han
aplicado en la practica clinica en pacientes sometidos a hepatectomias, donde se han puesto de
manifiesto sus efectos beneficiosos [105,215]. Estudios llevados a cabo en modelos experimentales
de I/R hepatica donde se comparan ambas técnicas quirdrgicas han demostrado que la aplicacion

del PC tuvo mayores efectos beneficiosos [212, 213].

A partir del momento en que se describid la efectividad del PC, se han realizado numerosos
trabajos con la finalidad de buscar estrategias que puedan mimetizar sus efectos beneficiosos. Una
de estas estrategias es el “heat shock™, que consiste en inducir un aumento en la temperatura
corporal antes de la isquemia hepatica. También se ha intentado realizar un precondicionamiento
quimico con dexorrubicina, factor natriurético atrial, o con oxidantes, y se ha demostrado que estos
tratamientos reducen la lesion hepatica en diferentes modelos experimentales de I/R. Sin embargo,
las limitaciones de estas estrategias es su posible aplicacion clinica, bien por la dificultad que ello

supondria, por problemas de toxicidad o por los efectos secundarios descritos [17,79].

Las investigaciones acerca de la efectividad del PC en modelos experimentales de I/R hepatica han
sido la base para que esta estrategia quirurgica haya alcanzado su proyeccion en la practica clinica
para reducir la lesion por /R hepatica normotérmica asociada con las resecciones hepaticas de

tumores, tanto en higados sanos como en esteatdsicos [215,216]. En la tabla 5 se incluyen algunas
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de las estrategias quirtrgicas desarrolladas en los ultimos cinco afios en modelos experimentales y

en la practica clinica para proteger al higado frente a la lesion por I/R.

ESTRATEGIAS QUIRURGICAS

Estrategia | Especie Modelo Tiempo de Efecto
Experimental | isquemia
PC [180] Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico
PC [217] Rata Isquemia caliente 60 min | Dafio hepatico y LTC4
PC [218] Ratén Isquemia caliente 60-75 min | Dafio hepatico, apoptosis y necrosis
(Cirrotico)
PC [219] Cerdo Isquemia caliente 120 min 1 Dafio hepatico
+ hepatectomia
PC [220] Humano | Isquemia caliente 40-90 min | Daiio hepatico y necrosis
+ hepatectomia T Autofagia
PC [221] Humano | Isquemia caliente 30-40 min l Dafio hepitico y complicaciones post-
+ hepatectomia operatorias
CI [222] Rata Isquemia caliente 45 min | Daiio hepatico
(Vieja)
CI [218] Ratén Isquemia caliente 15-30 min { Dafio hepatico, apoptosis y necrosis
(Cirrotico)
PR [223] Ratén Isquemia caliente 60 min | Daiio hepatico
MP [224,225] Cerdo Isquemia fria 4 horas 1 Daiio hepético e inflamacion
Normotérmica T Supervivencia
MP [226] Cerdo Isquemia fria 6-7 horas Proteccion de hepatocitos, mitocondrias y LSEC
Hipotérmica 1 Activacion de las células Kupffer
MP [227] Sub- Rata Isquemia fria 6 horas | Dafio hepatico y estrés oxidativo

normotérmica

Portocaval Cerdo Isquemia fria 5 horas | Daiio hepatico
shunt [228]

Tabla 5. Estrategias quirirgicas empleadas en los ltimos cinco afios para proteger los higados frente a la
lesion por I/R. PC, precondicionamiento; CI, Clampaje intermitente; PR, precondicionamiento remoto; MP,
maquina de perfusion.

6. El precondicionamiento isquémico

El precondicionamiento (PC) isquémico es una estrategia quirargica que protege los tejidos frente a
la lesion inducida por la I/R. Consiste en la aplicacion de breves periodos de I/R antes de que el
organo sea sometido a una I/R prolongada. Este fenomeno fue descrito por primera vez en corazon
por Murry et al. en 1986 y posteriormente ha demostrado ser un mecanismo eficaz en diferentes
organos como intestino, cerebro, médula espinal, retina, musculo, pulmoén, rifion e higado [229-
232]. Los ciclos y los tiempos de I/R del PC difieren segtn el 6rgano y los modelos experimentales
evaluados. De este modo, mientras que en el corazon se aplican varios ciclos de I/R, el efecto
protector del PC en el higado se consigue mediante la aplicacion de un tnico ciclo de I/R. La
aplicacion de varios episodios de PC isquémico no incrementa la magnitud de la proteccion
[233,234].
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El PC isquémico ofrece dos fases de proteccion (fase inicial y tardia) que difieren en el tiempo al
que tienen lugar y en los mecanismos responsables de ésta proteccion (Figura 10). La fase inicial
del PC isquémico tiene lugar minutos después de la reperfusion y se prolonga de 2 a 3 horas. Los
efectos beneficiosos de esta fase del PC isquémico son independientes de la sintesis de nuevas
proteinas y son mucho mas potentes que los de la fase tardia. La fase tardia del PC isquémico que
comienza tras 12 a 24 horas del inicio de la reperfusion, se prolonga de 2 a 3 dias y sus efectos

beneficiosos son dependientes de la expresion de genes y la sintesis de nuevas proteinas [235].
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Figure 10. Fases de proteccion del PC isquémico.

6.1 Bases moleculares del PC isquémico

A pesar de que se han postulado diferentes hipdtesis, los mecanismos protectores por los que actua
el PC no se conocen con exactitud. Las bases moleculares del PC consisten en una secuencia de
eventos en los que las sefiales generadas por el PC se traducen en un mensaje celular que lleva a la
amplificacion del mecanismo de proteccion. Al igual que ocurre en la lesion hepatica por I/R, en la
modulacion del dafio hepatico inducida por el PC existe una compleja interaccidon entre diferentes

vias de sefializacion y tipos celulares [236].

e Adenosinay NO

Diferentes trabajos en modelos de I/R normotérmica y trasplante hepatico han demostrado la
implicacion del NO y la adenosina en el efecto protector del PC [231]. De hecho, los tiempos de
I/R del PC que inducen proteccion en el higado vienen determinados al menos, por dos factores:
una concentracion de adenosina lo suficientemente elevada como para inducir la generacién de NO
a través de la activacion de los receptores de adenosina A2, y una concentracion de xantina baja
para evitar los efectos perjudiciales de este metabolito [231,234,237-239]. La generacidén del NO
inducida por el PC probablemente proviene de la eNOS, ya que la sintesis del NO se ha observado
minutos después de efectuarse el PC, y ademas no se ha encontrado ninguna diferencia en la

actividad de la iNOS en animales sometidos a I/R hepatica con o sin PC previo [232].
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Durante el breve periodo de isquemia del PC se produce una degradacion de ATP que lleva a un
aumento de los niveles de adenosina; la cual a través de la activacion de los receptores A2 de
adenosina, genera una aumento de NO que seria responsable del efecto protector ofrecido por el PC
[230]. El NO inhibe la adhesion de los neutrofilos al endotelio sinusoidal al inhibir la presencia de
moléculas de adhesion en el mismo, inhibe el efecto vasoconstrictor de las ET y reduce el estrés
oxidativo [232,240-243].

El papel de los receptores de adenosina A2 en el PC ha sido demostrado mediante la administracion
de agonistas y antagonistas de los mismos. Los agonistas reprodujeron los efectos beneficiosos del
PC mientras que los antagonistas los suprimieron [231]. Ademas diversos estudios han demostrado
la implicacién del NO en el PC mediante la administraciéon de inhibidores de su sintesis y de
donadores de NO, que anularon y simularon respectivamente los efectos beneficiosos del PC en
modelos animales de I/R normotérmica y trasplante hepatico [125,214,231,234,242,244-252].

e Vias de seiializacion molecular

Estudios experimentales en hepatocitos aislados y en modelos experimentales de I/R indican que
durante el PC tiene lugar la degradacion de ATP, generandose adenosina. Al iniciarse la fase de
isquemia del PC, la adenosina se libera al espacio extracelular y provoca la activacion de los
receptores de adenosina A2 acoplados a proteina G, lo cual induce una red de sefiales que incluye a
las proteinas Gi, fosfolipasa de membrana C (PLC) y el fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), el cual
induce la liberacion de calcio desde la reservas intracelulares no mitocondriales y diacilglicerol
(DAG), que son responsables de la activacion secuencial de la proteina quinasa C (PKC) y p38
MAPK. Se sabe que la PKC tiene un papel muy importante en la proteccion celular, y regula
algunos procesos biologicos tales como el metabolismo, el transporte de iones y la expresion de
genes. La liberacion de NO activa a la guanilato ciclasa (¢G-S), lo cual también puede estimular la
p38 MAPK. Ademas, el PC provoca la generacion de adenosin monofosfato (AMP), el cual induce
la activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK). Las sefiales generadas por la
p38 MAPK, la proteina quinasa B (PKB/Akt) y la AMPK pueden activar mecanismos capaces de
preservar el metabolismo energético, las funciones mitocondriales y la homeostasis celular asi
como también de reducir el estrés oxidativo. E1 PC a través de la activacion de la AMPK, reduce la
degradacion de ATP atenuando asi la acumulacion de intermediarios glicoliticos y la produccion de
lactato durante la isquemia sostenida. Los beneficios del PC sobre el estrés oxidativo podrian ser
explicados por la induccion de antioxidantes, tales como la SOD vy las proteinas de choque térmico
(HSPs), asi como también por el efecto del PC sobre el sistema XDH/XOD. El PC reduce la
acumulacion de xantina durante la isquemia y previene la conversion de XDH a XOD, previniendo
los efectos dafiinos de este sistema de generacion del RLO sobre el higado. Es posible que el NFkB
y factores de transcripcion regulados por p38 MAPK tales como el factor activador de la
transcipcion 2 (ATF-2) y el factor potenciador especifico de miocito 2C (MEF2C), pudieran ser
responsables de inducir la expresion de genes protectores, incluyendo la SOD. Las sefiales del PC

también activan el factor de transcripcion HSF1, y su unién al elemento de choque térmico situado



Introduccion 61

en las regiones promotoras de los genes diana, induce la produccion de HSP27, HSP70 y HO-1. La
induccion de las HSPs reduce la union nuclear a factores de transcripcion proinflamatorios y
aumenta la capacidad antioxidante de las células, lo cual podria disminuir la formacion de TNF-o y
la respuesta inflamatoria en los higados precondicionados. Las HSPs también podrian contribuir a
mejorar el potencial de membrana y el control respiratorio mitocondrial, permitiendo una
recuperacion mas rapida del ATP en la reoxigenacion. Asimismo se ha sugerido la posibilidad de
que el PC podria disminuir la transcripcion de genes como c-fos y c-jun, protegiendo asi frente a la
lesion por I/R hepatica. Se ha sugerido también que el PC a través de activar el NFkB estaria
aumentando la expresion de STAT3, el cual ejerce hepatoproteccion [236]. Cabe mencionar que se
desconoce el papel del NFkB en los efectos del PC. Por un lado hay trabajos en los que se ha
demostrado que durante el PC se inhibe la activacion de NFxB y que su inhibicidn es responsable
de algunos de los efectos beneficiosos del PC; [253] mientras que diversos autores defienden que
es la activacion del NFxB la que contribuye a los efectos beneficiosos del PC [254,255]. Ademas
de todas estas vias de sefializacion celular implicadas en el PC, también se ha sugerido que el PC
puede inducir la liberacion de una pequefia cantidad de RLO y de TNF-q, los cuales contribuyen a
su efecto protector [256-258].

6.2 Papel del PC en la lesion por I/R hepatica

A continuacion se describen las acciones efectoras del PC en I/R hepética.

La modulacién de la respuesta inflamatoria a través del PC se ha evidenciado en diferentes
modelos de isquemia hepatica normotérmica y fria [259]. El PC reduce la acumulacion de
neutrofilos y la generacion de RLO y citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF e IL-1.
Asimismo, el PC también mejora la perfusion sinusoidal y la disfuncién microvascular, tal y como

se explica a continuacion.
e Acumulacion de neutrofilos y alteraciones en la microcirculacion

Se ha demostrado que parte del efecto protector del PC esta relacionado con la modulaciéon de la
acumulacion de neutrofilos y de las alteraciones en la microcirculacion. El mecanismo por el cual
el PC actia modulando la acumulacion de neutrédfilos en el tejido hepatico no se conoce con
exactitud. Se ha demostrado que el PC reduce la adherencia de los leucocitos tras una isquemia
normotérmica; por otra parte, también hay evidencias que indican que no hay diferencias en la
expresion de moléculas de adhesion tras inducir el PC. Hay estudios que sugieren que durante el
proceso de isquemia se dafian las células endoteliales, lo que facilita que los neutrofilos tengan
libre acceso al tejido hepatico, sin la necesidad de la expresion de moléculas de adhesion. Segiin
esta teoria, es posible que el PC pueda reducir la acumulacion de neutrofilos mediante la reduccion
del dafio endotelial [253,260-264].

En modelos experimentales de trasplante hepatico, los injertos sometidos a PC muestran una
mejoria en el flujo sanguineo tras la reperfusion. De forma similar, los efectos beneficiosos del PC

sobre la microcirculacion también se han observado en modelos de isquemia hepatica
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normotérmica. Diversos estudios han sugerido que el PC, mediante la generacion de NO, que tiene
efectos vasodilatadores, puede contrarrestar la vasoconstriccion producida por la liberacion de
mediadores inflamatorios como la ET y reducir asi los desérdenes microcirculatorios asociados a la
I/R hepatica [265-267].

e Estrés oxidativo y citoquinas

El PC es capaz de reducir el estrés oxidativo asociado a la I/R hepatica, ya sea preservando la
estructura mitocondrial o bien, modulando la activacion de las células de Kupffer [268,269]. Los
beneficios del PC frente al estrés oxidativo pueden ademds ser explicados por la induccion de
antioxidantes como la SOD y las HSPs, y también por la accion del PC sobre mecanismos
generadores de RLO como X/XOD.

El PC regula el sistema generador de RLO, X/XOD en isquemia hepatica normotérmica y en
trasplante hepatico experimental. Actua reduciendo la acumulacion de xantina durante la isquemia
y previenen la conversion de la XDH a XOD, reduciendo asi los efectos adversos de este sistema
generador del RLO en el higado. Los resultados obtenidos tras la administracién de alopurinol (un
inhibidor de la XOD) a animales sometidos a I/R o de X/XOD a animales en los que previamente
se habia inducido un PC, confirman estas observaciones [256,270,271]. Los beneficios del PC no
solo se han observado a nivel de pro-oxidantes, sino que existen estudios que demuestran que esta
estrategia quirurgica es capaz de evitar la degradacion o inactivacion de mecanismos antioxidantes
que tienen lugar durante la isquemia [236]. De este modo, el PC preserva los niveles de GSH en

higado durante el proceso de isquemia y también durante la reperfusion [256,271].

En relacién a las citoquinas, el PC inhibe la activacion de las células de Kupffer, reduciendo de esta
forma la liberacion de citoquinas asociadas a la I/R hepatica [214,272]. Existen trabajos que
demuestran también la influencia del PC sobre la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como
el TNF-a y la IL-1 en procesos de I/R normotérmica [272-274].

e Apoptosis y necrosis

La combinacion de los efectos inducidos por el PC anteriormente mencionados disminuye la
apoptosis y/o necrosis asociada a la I/R. En este sentido, se ha demostrado que el PC reduce la
apoptosis de los hepatocitos tras la reperfusion disminuyendo los niveles de TNF-o y modulando la
via de las caspasas [215,275-277]. De la misma manera, el PC reduce el nimero y la extension de

las areas de necrosis en el tejido hepatico tras una I/R [270,277].

En la Figura 11 se muestran algunos de los principales mecanismos implicados en el efecto

protector del PC.
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PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO
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Figura 11. Mecanismos involucrados en los beneficios del precondicionamiento isquémico sobre el dafio por
I/R hepaética.

6.3 PC y esteatosis hepatica

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los higados esteatdsicos son especialmente
susceptibles a la lesion por I/R asociada a la cirugia hepatica, como las resecciones o el trasplante
hepatico. Se ha evidenciado que el PC es capaz de proteger los higados esteatésicos frente al dafio
por I/R en estudios de I/R normotérmica en distintos modelos de higado esteatdsico, asi como en
pacientes con esteatosis hepatica sometidos a hepatectomia [113,216,266]. Estudios realizados en
modelos experimentales de isquemia normotérmica en higados esteatdsicos han indicado que el PC
a través de la generacion de NO disminuyd la lesion hepdatica y aumentd la supervivencia frente a
un proceso de I/R reduciendo el estrés oxidativo, la acumulacion de neutrdfilos, las alteraciones en
la microcirculacion y modulando la liberacion de citoquinas tales como la IL-10 y la IL-1B
[113,273]. También se ha demostrado que en las mismas condiciones experimentales, el PC
contribuye a una mejor preservacion y restablecimiento de los niveles de ATP tras la reperfusion en
este tipo de higado [138]. Adicionalmente se ha descrito que el PPARq, adiponectina [91], las
MAPKSs p38 y JNK, HSP72, HO-1, PKC [90], IL-6, y los factores de transcripcion STAT3, NFkB
y AP-1 [278], estarian implicados en las vias de sefializacion molecular responsables de los efectos

beneficiosos del PC sobre la lesion por I/R normotérmica en higados esteatdsicos (Figura 12).
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En lo que respecta al trasplante hepatico, los beneficios del PC para reducir la vulnerabilidad de los
higados esteatdsicos a la lesion por I/R asociada al trasplante han sido demostrados en diferentes
estudios experimentales de trasplante hepatico [125,236,252,279]. Los resultados obtenidos en
modelos experimentales han indicado que el PC, mediante la produccion de NO, redujo la
formacion de RLO y la acumulacion de neutrofilos en injertos esteatosicos sometidos a trasplante
hepatico, protegiendo asi frente al dafio hepatico inducido por I/R [252]. También se ha observado
que el PC induce la sintesis de NO a través de la activacion de la AMPK [125].
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Figura 12. Mecanismos implicados en el efector protector del precondicionamiento isquémico en la lesion
por I/R en higados esteatdsicos.

6.4 Aplicacion clinica del PC

Los beneficios del PC observados en modelos experimentales de isquemia hepatica normotérmica y
fria derivaron en su aplicacion clinica. A la fecha, el PC ha sido exitosamente aplicado en
resecciones hepaticas en humanos tanto en higados no esteatdsicos como esteatdsicos [236].
Clavien y colaboradores realizaron el primer estudio clinico, analizando el PC en cirugia hepatica
humana. El1 PC consistié en 10 minutos de oclusion del flujo portal y 10 minutos de reperfusion. El
PC protegio frente a la lesion hepatica y este efecto fue mas evidente en pacientes con esteatosis de
grado leve a moderado. Este efecto protector se perdid en pacientes de 60 afios y fue maximo en los
pacientes mas jovenes [216]. Posteriormente, Chouker y colaboradores observaron que la
aplicacion del PC en resecciones hepaticas, ademas de reducir los pardmetros de lesion hepatica,
conllevd a una mayor estabilidad hemodinamica tras la reperfusién con respecto al grupo no

precondicionado [280]. Adicionalmente, Li y colaboradores demostraron el efecto beneficioso del
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PC en pacientes con cirrosis sometidos a hepatectomias observando un riesgo disminuido de
insuficiencia hepatica y tiempos mas cortos de estancia en el hospital [281]; y por tltimo, Nuzzo y
colaboradores también evidenciaron beneficios del PC en resecciones hepaticas con tiempos de

oclusion del flujo sanguineo mas largos que los empleados en estudios anteriores [282].

En el trasplante hepatico, el beneficio del PC aun esta bajo evaluacion. Algunos estudios clinicos
realizados sobre la aplicacion del PC en el trasplante hepatico han indicado que el PC reduce los
niveles de transaminasas postquirurgicas, marcadores de muerte celular y la inflamacion [280-285].
Por otro lado, otros estudios clinicos no han observado efectos beneficiosos del PC en el trasplante
hepatico [115]. Azoulay y colaboradores fueron los primeros que demostraron en efecto protector
del PC en el trasplante hepatico sefialando que el PC basado en 10 minutos de isquemia fue
asociado con una mejor tolerancia a la isquemia; sin embargo, esto fue a costa de una disfuncidén
hepatica temprana [284]. Jassem y colaboradores concluyeron que 10 minutos de PC es efectivo
para proteger los injertos hepaticos frente a la isquemia fria, reduce la respuesta inflamatoria y
resulta en una mejor funcion del injerto [285]. Cescon y colaboradores mostraron que 10 minutos
de isquemia seguidos de 15 minutos de reperfusion no afecta la viabilidad del injerto y tiene un
impacto positivo en los niveles de transaminasas postquirdrgicas, aunque no modifica otros
parametros clinicos [286]. Amador y colaboradores indicaron que el PC disminuye las enzimas
hepaticas postquirargicas y mejora significativamente los marcadores bioquimicos de
funcionalidad hepatica [287]. A diferencia de los estudios anteriores, Koneru y colaboradores
observaron que los higados de donantes sometidos a un PC con 5 minutos de clampaje de los vasos
hepaticos no mostraron respuesta al PC, concluyendo que tal vez el tiempo de PC utilizado fue
demasiado corto para inducir protecciéon [115]. Dos afios mas tarde, el mismo grupo de
investigadores realizé un siguiente estudio clinico en trasplante hepatico aplicando 10 minutos de
PC a los donantes de higado y encontraron un efecto paradojico del PC, ya que observaron mayores
niveles de transaminasas en los higados precondicionados, y sin embargo se redujo la tasa de
rechazo y disfuncidon hepatica [288]. Y actualmente empiezan a aparecer los primeros resultados
que indican que los mismos efectos beneficiosos del PC pueden producirse en el trasplante de
injertos hepaticos esteatosicos [283].

Como resultado de todos los estudios anteriores, se requiere realizar mayores investigaciones que
permitan obtener resultados concluyentes acerca de la aplicacion del PC en el trasplante hepatico, y
que ello conduzca a que esta técnica quirirgica pueda ser una estrategia util y rutinaria en la
practica clinica para reducir la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico de injertos
esteatosicos. Asi pues, el primer paso de estas investigaciones seria realizar estudios mas
exhaustivos a nivel experimental acerca de los mecanismos protectores del PC en higados

esteatosicos sometidos a trasplante.
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6.5 Estrategias futuras para disminuir la lesion por I/R hepatica asociada al

trasplante de injertos esteatosicos

De todo lo anteriormente descrito hasta este punto en la presente tesis, es notorio que la lesion por
I/R sigue siendo un problema sin resolver en la practica clinica del trasplante hepatico con injertos
esteatosicos. Aunque se han intentado estrategias terapéuticas basadas en la modulacion de
citoquinas, NO, RLO o de otros mediadores puntuales implicados en la lesion por I/R hepatica,
ninguna de ellas ha tenido su aplicacion a nivel clinico [17,79]. En este sentido, actualmente se
buscan nuevas dianas terapéuticas que sean capaces de modular la lesion por I/R hepatica
induciendo la activacién de varias vias de sefializacion molecular y que no estén solamente
enfocadas en inhibir un tipo especifico de mediador implicado en la lesion por I/R hepatica. Estas
nuevas dianas de accidn terapéutica podrian generarse a partir de las investigaciones encaminadas
al estudio de los mecanismos bioquimicos y moleculares subyacentes al PC en modelos
experimentales de higados esteatdsicos sometidos a trasplante hepatico. De esta manera, las
estrategias terapéuticas basadas en la modulacién de dichas dianas podrian mimetizar o aumentar la
efectividad del PC para reducir la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico en higados
esteatosicos y con ello conducir a futuras aplicaciones clinicas y rutinarias del PC en el trasplante
hepatico. Ademas de lo anterior, las estrategias terapéuticas asi disefiadas podrian ser de interés
teniendo en cuenta que puede haber casos en los que no sea posible o sea muy dificil la aplicacion
del PC. Asi pues, se tendrian estrategias tanto quirirgicas como farmacologicas que al aumentar la
tolerancia de los higados esteatésicos a la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico,
minimizarian en consecuencia el riesgo inherente de disfuncidén o fallo que sufren los higados
esteatosicos al ser trasplantados. Esto repercutird favorablemente en la préctica clinica en una
mayor disponibilidad de injertos hepaticos para trasplantar y consecuentemente en la disminucidn

en las listas de espera.

7. Adenosin monofosfato-3°,5’ ciclico

El adenosin monofosfato-3’,5’ ciclico (AMPc) es un segundo mensajero encargado de transmitir al
interior de la célula a través de la membrana los cambios que ocurren en el ambiente externo. El
AMPc propaga innumerables sefiales iniciadas por hormonas y factores de crecimiento. Los
niveles de AMPc intracelular estan regulados por el balance entre la actividad de dos tipos de
enzimas: adenil ciclasas (AC) y las fosfodiesterasas de nucleotidos ciclicos (PDE). La actividad de
ACs y PDEs esta regulada positiva o negativamente por diferentes sistemas de sefializacion: el
calcio (a través de calmodulina, CamKII, VI y calcineurina); subunidades de proteinas G, inositol
(a través de PKC); y receptores con actividad tirosina quinasa (a través de ERK y PKB) [290]. Se
han identificado tres dianas principales del AMPc: la proteina quinasa A (PKA), proteina EPAC

(intercambio de GTP) y canales idnicos dependientes de nucleotidos ciclicos (Figura 13).
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7.1 E1 AMPc y la lesion por I/R hepatica

Estudios que han evaluado el papel de AMPc en la lesion por I/R hepatica, indican que el AMPc y
analogos del AMPc tienen efectos beneficiosos sobre la I/R hepatica. Estos estudios se han
centrado principalmente en higados no esteatdsicos, extraidos de donantes a corazén parado y
sometidos a isquemia normotérmica o isquemia fria [291-293]. Esos resultados han sido
corroborados también en un modelo experimental de higado perfundido aislado [294]. Sin embargo
el papel del AMPc en condiciones de trasplante de higados esteatosicos aun no habia sido evaluado

hasta el momento.

Resultados previos [295-299], han sefialado que tanto la reduccion del estrés oxidativo, como la
preservacion del metabolismo energético celular podrian estar implicados en los beneficios del
AMPc. El AMPc reduce la produccion de RLO en macréfagos alveolares de cerdos [295], en
granulocitos de pacientes sanos [296] y en neutrdfilos de humanos [297]. Ademas, analogos del
AMPc, atenuan la degradacion de nucledtidos de adenina durante la isquemia y restauran los
niveles de ATP después de la reperfusion en higados no esteatdsicos sometidos a isquemia
normotérmica [298] o procedentes de donantes de corazoén parado y sometidos a isquemia fria
[299]. Por consiguiente, la posibilidad de que agentes analogos del AMPc puedan regular los
mecanismos potencialmente responsables de la vulnerabilidad frente a la lesién por I/R asociada al
trasplante de higados esteatosicos, incluyendo el estrés oxidativo y la pérdida de nucleétidos

altamente energéticos, no puede ser excluida.
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Tal y como se ha mencionado previamente, los mecanismos a través de los cuales el PC ejerce sus
efectos protectores en injertos hepaticos esteatdsicos son desconocidos, sin embargo no se puede
descartar una implicacion del AMPc en tales efectos. De hecho, un estudio previo en higados
aislados sometidos a isquemia fria demostrd que el PC protegio a las células endoteliales frente al

dafio por preservacion-reperfusion a través de la induccion de AMPec.

8. El acido tauroursodeoxicolico y el PPARY

8.1 El acido tauroursodeoxicolico y la lesion por I/R hepatica

El acido tauroursodeoxicolico (TUDCA) es un acido biliar enddgeno, que se forma a partir de la
combinacion de los acidos biliares ursodesoxicolicos (UDCA) con el aminoacido taurina.
Recientemente, ha sido aprobado su uso en la practica clinica como un agente de proteccion frente

a diferentes enfermedades hepaticas, incluida la cirrosis y la colestasis hepatica [300-304].

Diversos estudios demuestran que la accion del TUDCA se debe a un mecanismo capaz de modular
el estrés del reticulo endoplasmatico (RE) [305,306], el cual causa dafio celular y contribuye a la
fisiopatologia de la obesidad y de la diabetes tipo 2. El estrés del RE estd implicado en la respuesta
inflamatoria hepatica asociada al proceso de I/R [162,193]. En respuesta al estrés del RE se induce
una cascada de seflales de transduccion denominada “respuesta a proteinas mal plegadas (UPR)”
[305]. La UPR tiene 3 ramas (Figura 14): la enzima 1 que requiere inositol (IRE1), la quinasa del
reticulo endoplasmatico semejante a PKR (PERK) y el factor activador de la transcripcion 6
(ATF6). En estados de inactividad, estas proteinas estan normalmente retenidas en la membrana del
RE unidas a chaperonas intra-RE, particularmente a la proteina inmunoglobulina de 78 kDA de
unién/regulada por glucosa (GRP78). Cuando existe un daflo, estas vias de transduccidn de sefiales
pueden inducir muerte celular [305]. Sélo existen dos estudios que han evaluado el efecto del
TUDCA sobre estrés del RE en higados esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a I/R. En uno de
los estudios, el tratamiento con TUDCA protegi¢ a ambos tipos de higados frente al estrés del RE
en condiciones de isquemia normotérmica [193]. En el segundo, los autores preservaron injertos
hepaticos con solucion histidina cetoglutarato triptéfano (HTK) durante 2 horas. Los resultados
indicaron un estrés del RE en ambos tipos de injertos, siendo mas evidente en presencia de
esteatosis. En estas condiciones, el TUDCA redujo el estrés del reticulo endoplasmatico,
protegiendo asi frente a la lesion por I/R hepatica asociada al trasplante. Hasta la presente tesis, se
desconocia si los beneficios del TUDCA sobre el estrés del RE observados en injertos preservados
en soluciéon HTK durante 2 horas podrian ser extrapolados a injertos hepaticos esteatdsicos y no
esteatosicos sometidos a 6 horas de preservacion fria en solucion de UW. Esto es de importancia ya
que la solucion UW se ha convertido en el estandar para la preservacion de organos en trasplante
[17] v los injertos hepaticos son usualmente preservados durante 6 a 8 horas en el trasplante

clinico.
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Figura 14. La via del UPR.

8.2 El PPARYy y la lesion por I/R hepatica

Los peroxisomas son organulos subcelulares del hepatocito que contienen una bateria de enzimas
antioxidantes que protegen los hepatocitos del dafio por oxidantes. La proliferacion de los
peroxisomas en los hepatocitos es inducida, al menos en parte, por la activacion de los receptores
activadores de la produccién de peroxisomas (PPARs) [307]. Los PPARs pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares hormonales o factores de transcripcion dependientes de
ligandos. Tras ser activado por ligandos, el PPAR sufre cambios conformacionales especificos que
permiten el reclutamiento de una o més proteinas coactivadoras [308]. Los PPARs pueden activar o
inhibir la expresion génica mediante los mecanismos de transactivacion y transrepresion (Figura
15). En la transactivacion, dependiente de DNA y ligando, los PPARs activan la transcripcion
uniéndose a elementos especificos de respuesta PPAR (PPREs) en los genes diana como el RXR.
En el mecanismo de transrepresion, dependiente de ligando, los PPAR reprimen la transcripcion

antagonizando las acciones de otros factores de transcripcion.
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Figura 15. Mecanismos de accion del PPAR

La superfamilia de los PPARs cuenta con tres miembros: PPARa, PPARB/6 y PPARy. Se ha
descrito que el PPARa y el PPARy son importantes reguladores del dafio post-isquémico,

ejerciendo efectos sobre la esteatosis y la inflamacion hepatica [307,308].

Los pocos resultados que hay sobre el papel de estos factores de transcripcion en I/R hepatica no
son concluyentes. Existen resultados opuestos sobre la relevancia del papel del PPARY en la lesion
hepatica por I/R en higados no esteatosicos sometidos a I/R normotérmica [309-312]. En el caso de
los higados esteatosicos, el pretratamiento con agonistas del PPARYy, asi como la induccion de PC-
mediante la sobre-expresion de PPARYy-, protege este tipo de higados frente a la lesién inducida
por I/R normotérmica [91,171]. A dia de hoy, sélo un estudio previo ha examinado los efectos del
PPARY en el trasplante hepatico de injertos esteatosicos. Dicho estudio muestra que, contrario a lo
que sucede en isquemia normotérmica, la reduccion en los niveles de PPARY protege los injertos
esteatosicos de la lesion inducida por I/R asociada al trasplante [180]. Por lo tanto, futuras
investigaciones son necesarias para aclarar el papel del PPARy en los higados esteatosicos
sometidos a I/R. De manera interesante, se ha observado en hepatocitos aislados que el TUDCA
induce inactivacion del PPARYy, con lo cual podria considerarse la implicacion del PPARy en los

mecanismos protectores del TUDCA.

9. El receptor tipo Toll 4

Los receptores TLR son proteinas transmembrana tipo I. Hasta el momento se han identificado 11
receptores TLR en humanos, mientras que en raton se han identificado 13 TLR. Los TLR 1-9 estan
conservados en el hombre y el raton [313,314].

Estan implicados en el reconocimiento especifico de componentes de microorganismos derivados

de patégenos como bacterias, hongos, protozoos y virus. En cuanto a la localizacion celular de los
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receptores TLR, los receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLRS y TLR6 se localizan en membrana
plasmatica, mientras que el TLR7, TLR8 y TLRY se localizan en los endosomas [314,315].

De todos los TLR, el primero identificado en humanos y mejor caracterizado es el TLR4. Es una
proteina transmembrana que existe principalmente en los macrofagos, como las células de Kupffer
del higado, y que juega un papel esencial en la respuesta frente al LPS bacteriano y en
enfermedades infecciosas e inflamatorias [316]. Este receptor también se ha implicado en el
reconocimiento de otros ligandos como el taxol o ligandos enddgenos como las proteinas de
choque térmico HSP60 y HSP70.

El ligando especifico para el receptor TLR4, es el LPS, componente mayoritario de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas. E1 TLR4 no reconoce directamente al LPS, sino que debe
unirse a la proteina adaptadora MD-2 en su parte extracelular. El LPS a su vez, se une a la proteina

de unidén a LPS y a la proteina CD14 localizada en la superficie de los fagocitos (Figura 16).

La interaccion ligando-receptor provoca una dimerizacion del mismo y el inicio de la cascada de
sefializacion en el que intervienen varias proteinas adaptadoras (Figura 13). La via de sefializacion
consiste, al menos, en dos rutas: via dependiente del MyD88, comtn a todos los receptores TLR
excepto al TLR3 y la via independiente de MyD88, propia del TLR4 [315].

Tras la unién del ligando, el receptor dimeriza y se inicia la via dependiente del MyD8S8. El
receptor cambia su conformacion y facilita la union de proteinas adaptadoras a través dominio TIR:
la proteina de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88 (MyD88) y la proteina adaptadora
que contiene el dominio TIR (TIRAP), también llamada Mal. La proteina MyD88 recluta y activa a
IRAK-4 (quinasa asociada a IL-1R) que fosforila a IRAK-1, necesario para formar un complejo
con el factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6 (TRAF6). La formacion del
complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que libera el complejo del
receptor. A continuacion este complejo interacciona en la membrana con la proteina unida a TAK
(TAB2) lo que provoca la liberacion de las proteinas IRAK y la formacidén de un nuevo complejo
compuesto por TAB2, TAK1 (quinasa asociada a TGF-a), TAB1 y TRAF6 que se libera al citosol.
La translocacidn al citosol hace que TAK1 se active y provoque la activacion de las MAPK y de la
quinasa de IkB (IKK) que fosforila a IkB (inhibidor de NF«B), degradandose ésta y liberando a
NF«B, este pasa al nucleo e induce la expresion de mediadores inflamatorios tales como la iNOS,

la ciclooxigenasa-2 (COX2) y citocinas inflamatorias [314-316].

En la via independiente de MyD88, la estimulacién con LPS provoca la interaccion del receptor
con dos proteinas adaptadoras, la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la que
induce IFNP y que contiene el dominio TIR (TRIF), produciéndose la activacion del factor de
transcripcion IRF-3 (factor regulador de interferdén) que se fosforila y se transloca al nticleo donde
induce la produccion de IFNP. IFNJ activa a las proteinas STAT (transductor de sefial y activador
de la transcripcidn) con la consiguiente activacion de genes inducibles por interferon como IFN,
IRF-1, IP-10 0 VCAM-1 [315,317].
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Figura 16. Via de sefializacion del TLR4. E1 LPS se une al TLR4 a través de las proteinas adaptadoras MD-
2 e incia la cascada de sefializacion en la que estan implicadas varias proteinas y que finaliza con la
activacion de factores nucleares y la expresion de mediadores inflamatorios (via dependiente del MyD88) y
de genes inducibles por interferon (via independiente del MyD88).

9.1 E1 TLR4 y la lesion por I/R hepatica

Estudios previos, sefialan la implicacion del TLR4 en dafio hepatico en diversos modelos
experimentales [318,319]. La inhibicion de la expresion del gen de TLR4 puede paliar la lesion
hepatica en modelos experimentales de dafio hepatico agudo [320], y que el tratamiento con
E5564, un antagonista de TLR4, mejora la tasa de supervivencia global de ratas con fallo hepatico
fulminante inducido por D-galactosamina y LPS [321].

Numerosos estudios han sefialado que la via de sefializacion del TLR4 es responsable del dafio por
I/R en higados no esteatdsicos sometidos a isquemia normotérmica [320,322-327] o trasplante
hepatico [328,329]. Ademas, la interrupcion de la sefializacion de TLR4 tiene efectos beneficiosos
sobre la lesion hepatica en higados esteatosicos sometidos a I/R normotérmica. Se ha demostrado
que reguladores del PPAR gamma inducen cambios en la expresion de TLR4 en higados no
esteatosicos sometidos a isquemia normotérmica.
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Aunque la sefializacion del TLR4 es relevante en la lesion por I/R hepatica, existe cierta
controversia sobre cuales de las vias de sefializacion (MyD88 y/o TRIF) es la activada tras la I/R
hepatica [319,320]. Hasta la fecha, no se ha descrito cual es el papel del TLR4 en injertos hepaticos
esteatosicos sometidos isquemia fria y la potencial relacion existente entre el PPAR gamma y el
TLR4 en tales condiciones.

10. Las Adipocitoquinas (Adiponectina, Visfatina y Resistina)

El término “adipoquina” o “adipocitoquinas” (citoquinas del tejido adiposo) comprende a factores
polipeptidicos sintetizados mayoritariamente en el tejido adiposo. En los ultimos afios, las
investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como potenciales dianas terapéuticas en
distintas patologias relacionadas con la obesidad y el sindrome metabdlico. Las adipocitoquinas
regulan la esteatosis, inflamacion y fibrosis [330]. Estudios recientes han implicado las
adipocitoquinas en la vulnerabilidad de los higados esteatdsicos a la lesion por I/R normotérmica
[91,100,180,185]. Esto podria derivar en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de utilidad
para reducir la lesion por I/R en el trasplante de injertos hepaticos esteatdsicos.

10.1 Adiponectina y la lesion por I/R hepatica

La adiponectina es una proteina que circula en el plasma como una estructura trimérica de peso
molecular bajo (LMW), estructura hexamérica de peso molecular medio (MMW) y polimérica o de
peso molecular alto (HMW), pero las actividades metabolicas se relacionan principalmente con la
forma HMW que es la forma mas activa en el higado [331-333].

Los principales receptores de la adiponectina in vivo son AdipoR1 y AdipoR2 que pertenecen a la
familia de receptores que contienen dominios transmembrana. AdipoR1 se expresa
abundantemente en el musculo y esta estrechamente vinculado a la activacion de la via AMPK que
regula la inhibicion de la gluconeogénesis junto con una mayor oxidacion de acidos grasos. Y
AdipoR2 se expresa en el musculo y en el higado, y parece asociarse con la activacion del PPARGo,
la inhibicidn de la inflamacion y del estrés oxidativo [334] (Figura 17).
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Figura 17. Estructura y receptores de la adiponectina

La adiponectina se considera como un posible regulador de la esteatosis hepatica [335-337] y de la
inflamacion sistémica y hepatica [327,330,335-339] que caracteriza a las diferentes enfermedades
hepaticas. Debido a las propiedades anti-obesidad y anti-inflamatorias de la adiponectina, el uso de
esta adipocitoquina podria ser un estrategia prometedora para el tratamiento de higados esteatosicos
sometidos a I/R. Es bien conocido el papel de la infiltracién grasa y la inflamacion en la
vulnerabilidad de los higados esteatosicos frente a la lesion por I/R [17,49,236]. Sélo dos estudios
han descrito un papel de la adiponectina en los higados esteatdsicos sometidos a I/R [91,340]. En el
primero de tales estudios [91], se mostraron efectos perjudiciales de la adiponectina en higados
esteatosicos sometidos a isquemia normotérmica. En estas condiciones, los higados esteatosicos
mostraron niveles mayores de adiponectina (tanto de mRNA como de proteina) al compararlos con
los higados no esteatdsicos. El tratamiento con silenciadores de adiponectina (siRNA), redujo el
estrés oxidativo y las lesiones hepaticas en los higados esteatosicos. En el mismo estudio, agonistas
del PPARa y el PC isquémico via PPARa, inhibieron la expresion de AMPK y esto redujo la

acumulacion de adiponectina en los higados esteatdsicos y sus efectos negativos sobre el estrés
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oxidativo y el dafio hepatico. En otro estudio, realizado en injertos hepaticos esteatdsico de tamafio
reducido, se demostraron niveles séricos elevados de adiponectina posterior al trasplante [340]. El
tratamiento con adiponectina ejercid efectos anti-inflamatorios y mejord la microcirculacion
hepatica. Los efectos anti-inflamatorios de la adiponectina fueron mediados por la Akt y el NO.
Adicionalmente, en el mismo estudio [340] se demostraron las propiedades anti-obesidad y
regenerativas de la adiponectina en trasplantes con injertos esteatdsicos de tamafio reducido.

Los datos mencionados sugieren que el papel de la adiponectina depende de las condiciones
quirtrgicas, y hasta el momento no se ha evaluado si la adiponectina es capaz de proteger a los
injertos hepaticos esteatdsicos sometidos a 6 horas de isquemia fria, lo cual, como ya se ha
mencionado, es comunmente usado en el trasplante hepatico procedente de donante cadavérico. Se

desconoce también el efecto del PC sobre la adiponectina en el contexto del trasplante hepatico.
10.2 Visfatina y Resistina y la lesion por I/R hepatica

La visfatina denominada inicialmente como nicotinamida foforribosiltransferasa (Nampt), es una
proteina de 52 kDa, sintetizada por células de la médula dsea, del higado, del musculo y linfocitos.
Inicialmente se le identificod como un factor estimulante de las colonias de células pre-B (PBEF)
que inhibe la apoptosis de los neutréfilos activados y aumenta la maduracion de precursores de
células B en presencia de IL-7. Posteriormente Nampt/PBEF fue reconocida como una citoquina
liberada por el tejido adiposo y se le dio el nombre de visfatina. La fuente principal de la visfatina
son los macrofagos infiltrados en el tejido adiposo visceral, en respuesta a un proceso inflamatorio
[341,342]

La resistina es una hormona dimérica de 114 aminoacidos recientemente descrita, que recibe su
nombre por su supuesto efecto sobre la induccion de resistencia a la insulina en ratones. En el
raton, la resistina se expresa mayoritariamente en el tejido adiposo. En humanos no se expresa
normalmente en los adipocitos, sino en otros tipos celulares, principalmente los macréfagos y los
monocitos [343]. Circula en sangre bajo dos formas distintas de ensamblaje: HMW y LMW, siendo
esta ultima la bioldgicamente activa. Hasta el momento no se conocen con exactitud las posibles
funciones biologicas de la resistina. Se ha propuesto que la resistina podria jugar un papel en el
desarrollo de resistencia a la insulina, en la adipogénesis y en la inflamacion, aunque existen
grandes divergencias entre los diferentes estudios. Estas discrepancias pueden deberse a la
metodologia empleada en su determinacion, a diferencias en el comportamiento de la misma en los
distintos modelos animales empleados y a que pueda ser diferente su regulacion dependiendo de si

se trata de una situacion fisiologica o de una patologia [343,344].

Se ha descrito que la resistina ejerce un efecto perjudicial en patologias hepaticas. La resistina se
correlaciona con marcadores de inflamacion [344]. De hecho, niveles incrementados de resistina se
han relacionado a la severidad de la enfermedad en pacientes con esteatohepatitis no alcoholica
[345] y en pacientes con cirrosis [346].

Por otro lado, el papel de la visfatina en la patogénesis de las enfermedades hepaticas es menos

claro. Teniendo en cuenta que la visfatina muestra propiedades pro-inflamatorias en diversos
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trastornos inflamatorios tales como la sepsis y la enfermedad intestinal inflamatoria [347,348], se
sugirid que la visfatina podria ser uno de los mediadores implicados en situaciones clinicas que
cursan con la combinacién de obesidad e inflamacién. Ademas se ha demostrado un papel
potencial para la visfatina en la patogénesis y la progresion de la esteatohepatitis no alcohdlica
[349]. Sin embargo, existen resultados opuestos con respecto al papel de la visfatina indicando que
esta adipocitoquina puede tener efectos hepatoprotectores [350], o incluso que no parece estar

asociado con inflamacién [351].

Los efectos de la visfatina o de la resistina en la lesion por I/R en los higados esteatosicos no han
sido determinados previamente, ni tampoco se conoce si el PC ejerce algiin efecto sobre estas
adipocitoquinas. En el contexto de la isquemia, solo existen estudios que han investigado el papel
de visfatina y resistina en corazon y cerebro [352]. Se ha demostrado que los mecanismos
moleculares de sefializacion para ambas adipocitoquinas cursan a través de la via PI3K/Akt en
isquemia cardiaca [353,354]. Tal y como se ha comentado anteriormente, la via PI3K/Akt esta
implicada en los efectos beneficiosos del PC en la I/R hepética [17]. Teniendo en cuenta la
implicacion de ambas adipocitoquinas en la infiltracién grasa y la inflamacidén (ambas condiciones
presentes en la lesion por I/R en higados esteatdsicos), no se puede descartar la posibilidad de que
ambas adipocitoquinas desempefien un papel en la I/R hepatica y/o en el PC en injertos hepaticos

esteatosicos sometidos a trasplante.



Objetivos

La lesion por I/R hepatica, inherente al trasplante hepatico, continia siendo un problema sin
resolver en la practica clinica, especialmente cuando se trasplantan injertos esteatosicos. El1 PC ha
demostrado ser efectivo en la clinica para proteger a los higados esteatosicos frente a la lesion por
I/R normotérmica, pero hasta la fecha no hay estudios clinicos concluyentes sobre su utilidad en el

trasplante hepatico.

Los objetivos planteados en la presente tesis son los siguientes:

ESTUDIO 1.

Investigar el papel del AMPc en la lesion por I/R asociada al trasplante en injertos

esteatosicos y no esteatdsicos, asi como su implicacion en el efecto protector del PC.

ESTUDIO 2.

Investigar si el TUDCA es capaz de proteger a los injertos hepaticos esteatdsicos y no
esteatosicos sometidos a trasplante y evaluar sus posibles mecanismos de proteccion,
centrandonos principalmente en el PPARy y el TLR4.

ESTUDIO 3.

Investigar el papel de las adipocitoquinas tales como la adiponectina, la resistina y la
visfatina en la lesion por I/R en injertos hepaticos esteatosicos y no esteatosicos sometidos

a trasplante, asi como su implicacidn en los efectos protectores del PC.

Los resultados que se obtengan a partir de tales investigaciones podrian derivar en nuevas
aplicaciones clinicas del PC en el trasplante hepatico, asi como en el diseflo de nuevas estrategias
farmacologicas para mimetizar su efectividad. Esto incidiria en una mayor tolerancia de los injertos

esteatosicos a la lesion por I/R asociada al trasplante y a su vez, en una mayor disponibilidad de
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injertos hepaticos para trasplante reduciendo en consecuencia las listas de espera de pacientes que

requieren un trasplante de higado.
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1. Animales de Experimentacion

Los animales de experimentacion utilizados en los diferentes estudios experimentales de esta tesis
fueron ratas macho de la cepa Zucker (Iffa-Credo, L’ Abresle, France), las cuales fueron mantenidas
en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona, como minimo durante
una semana antes llevar a cabo la intervencion quirurgica. Las condiciones ambientales se
mantuvieron constantes: temperatura de 21 a 22°C, humedad relativa del 70% y ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas. Los animales se alimentaron ad [libitum con una dieta con un 12% de grasa,
un 28% de proteina y un 60% de hidratos de carbono (5001 rodent diet; PMI Inc., Brentwood, MO,
USA). Todos los estudios se realizaron de acuerdo con las normas reguladoras de la Union Europea

para modelos de experimentacion animal (Directiva 86/609/ECC).

Las ratas de la cepa Zucker constituyen un modelo bien definido de obesidad inducida
nutricionalmente [355]. A diferencia de otros modelos experimentales de esteatosis hepatica que
utilizan una dieta deficiente en los aminoacidos colina-metionina o dietas ricas en colesterol con o
sin ingesta de alcohol; las esteatosis hepatica que se produce en este modelo experimental, no esta
asociada con inflamacion hepatica [114]. Las ratas Zucker presentan dos fenotipos diferentes: las
ratas Zucker homocigotas fa/fa de fenotipo obeso (Ob), que carecen de receptores cerebrales de
leptina y desarrollan obesidad desde las 8 semanas de edad debido al incremento en la ingesta de
comida y a la disminucion del gasto energético; y las ratas Zucker heterocigotas fa/-, que tienen
receptores cerebrales de leptina y mantienen un fenotipo delgado a lo largo de toda la vida (Ln)
[356] (Figura 18).

Para los diferentes experimentos se utilizaron ratas Zucker Ob o Ln como donantes y como
receptores se utilizaron siempre ratas Zucker Ln. Las ratas donantes Ob tenian de 10 a 11 semanas
de edad al realizarse la intervencion y las Ln de 12 a 13 semanas. Debido a que higados con
esteatosis moderada suelen ser descartados como injertos para trasplante en muchas ocasiones por
su riesgo mayor de desarrollar FPI, se seleccionaron ratas Zucker Ob de 10 a 11 semanas
atendiendo a que a esta edad los higados presentan esteatosis moderada. Mediante la tincion Red
Oil O, se observo que las ratas Ob donantes utilizadas en el modelo de trasplante ortotdpico de
higado presentaban una infiltracion grasa moderada (entre el 40-60%), de tipo macro y

microvesicular en el citoplasma de los hepatocitos, mientras que los animales Ln no se observo
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evidencia de esteatosis hepatica (Figura 19). Se utilizaron ratas receptoras Ln de mayor edad para
resolver el conflicto de espacio en la ubicacion del nuevo higado. A igual edad las ratas Zucker Ob
presentan higados de mayor tamafio que las ratas Zucker Ln lo cual impedia su implantacion en el
receptor por la limitacion del espacio abdominal. El trasplante en el que se consideran las ratas
Zucker como donante y receptor es singénico.

Adicionalmente se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley y Wistar (Iffa-Credo,
L’Abresle, France), de 200-250 gramos de peso y mantenidas en las mismas condiciones que las
ratas de la cepa Zucker descritas anteriormente. Los animales se alimentaron ad /ibitum durante 10
dias, con una dieta deficiente en los aminodcidos colina-metionina y una dieta estandar. El
trasplante en el que considera la combinacion Sprague-Wistar es completamente alogénico y
resulta en rechazo en el trasplante hepatico [357].
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Figura 19. Diferencia histologica de esteatosis entre las ratas Zucker Ob y Ln mediante la tincion Red Oil.
Las ratas Zucker Ob (A) mostraron infiltracion grasa en los hepatocitos mientras que las ratas Zucker Ln (B)
no mostraron evidencia de esteatosis.



Material y Métodos 81

2. Modelo Experimental

2.1 Trasplante hepatico ortotopico

e Anestesia

Todos los procedimientos quirtirgicos se llevaron a cabo bajo anestesia inhalatoria. La induccidn
anestésica se realizé con isofluorano (Forane®, Abott Laboratories, Chicago, IL., USA) al 4% con
un flujo de oxigeno de 2.5 a 3 L/min. El mantenimiento de la anestesia en los animales donantes
consistio en la inhalacion de isoflurano al 1.5-2%, y flujo de oxigeno de 2-2.5 L/min, hasta el
momento de la perfusion del higado con soluciéon de preservacion de UW y la posterior parada
cardiaca. En el receptor la anestesia se interrumpio6 al inicio de la fase anhepatica y al finalizar este
periodo se reinicio, manteniéndose con un 0.5-1% de isofluorano hasta finalizar la intervencion. El

flujo de oxigeno fue constante durante toda la operacion (2-2.5 L/min).
Procedimiento quirurgico del trasplante hepatico ortotopico

El trasplante ortotopico de higado se realizé seglin la técnica del doble “cuff” descrita por Kamada
y colaboradores, [358] sin reconstruccion de la arteria hepatica. La técnica quirurgica consta de 3

etapas: cirugia del donante, cirugia del banco y cirugia del receptor.

e Cirugia del donante

Una vez inducida la anestesia en la rata donante, se rasuré el abdomen, se colocd en posicion
decubito supino sobre la mesa de operaciones y se inmovilizo. El campo quirurgico se lavo con
povidona iodada y se realizé una laparotomia transversal, aproximadamente a 1 cm por debajo del
apéndice xifoides. A continuacion se seccionaron los ligamentos hepaticos, y se libero la vena cava
inferior. Posteriormente se disecciond el pediculo renal derecho y se ligd la arteria y la vena renal
derecha, asi como también las venas suprarrenal y lumbar derechas. En el hilio hepatico se separd
la vena porta de la arteria hepatica y del conducto biliar comun. Se ligaron las ramas esplénica y
pilorica de la vena porta, y el conducto biliar se canuld con un catéter de polietileno que se fijé con
una doble ligadura de seda 6/0. En seguida se libero y ligd la vena diafragmatica derecha, y se

separo la arteria aorta de la vena cava inferior.

Minutos antes de la perfusion del higado con la solucidon de preservacion, se administraron 300
unidades de heparina por via intravenosa. Una vez preparado el 6rgano para su extraccion se canulo
la aorta mediante un catéter y se comenzé la perfusion del injerto; se ocluyd la aorta toracica,
previa apertura del diafragma, se secciond la vena cava inferior suprahepatica por encima del
diafragma y se comenzd la perfusion del injerto con 50 ml de solucion de preservacion de UW.
Una vez perfundido el higado, se procedid a la extraccién del higado donante y se colocod en un

bafio con solucion de preservacion de UW a 4°C (Figura 20).
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Figura 20. Cirugia del donante en el modelo experimental de trasplante hepatico ortotopico. A) Ratas Zucker
Ob. B) Arteria y vena renal derecha ligadas, y conducto biliar canulado. C) Aorta canulada para comenzar la
perfusion del injerto hepatico. D) Higado perfundiéndose con solucion de preservacion de UW.

e Cirugia del banco

La cirugia de banco se realizd con el fin de preparar el injerto para el implante en el animal
receptor. Se recorté el diafragma que rodea la vena cava inferior suprahepatica. Posteriormente se
recortd la longitud de la vena cava inferior suprahepatica dejando aproximadamente un pequefio
reborde que permitid su posterior anastomosis. Se colocaron dos puntos de referencia de Prolene
7/0 en ambos extremos de la vena cava inferior suprahepatica para facilitar la orientacion de esta

anastomosis.

Las anastomosis de las venas porta y vena cava inferior infrahepatica se realizaron en el receptor
mediante la técnica del doble cuff. Para ello, durante en el banco se colocaron en ambas venas unas
estructuras tubulares de polietilieno llamadas cuffs. La colocacion de estas estructuras permite que
en el momento del implante se introduzca cada cuff dentro de las venas porta y cava inferior
infrahepatica, evitando realizar una sutura continua y disminuyendo por lo tanto la duracion de la
intervencion, lo cual es muy importante para la supervivencia del receptor (Figura 21).
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Figura 21. Cirugia del banco en el modelo experimental de trasplante hepatico ortotopico. A) Vena cava
inferior suprahepatica preparada para anastomosis en el receptor. B) Colocacion del cuff en la vena porta. C)
Colocacion del cuff en la vena cava inferior infrahepatica. D) Injerto hepatico preservado en solucion UW
fria y preparado para ser implantado en el receptor.

e Cirugia del receptor

Se realizo la laparotomia y la diseccion del higado de forma similar a la realizada en el donante. En
el hilio hepatico se secciond el conducto biliar. Posteriormente, para facilitar la introduccion de los
cuffs y orientar de forma adecuada las venas porta y cava inferior infrahepatica se colocaron en los
extremos de cada una de ellas dos puntos de sutura de Prolene 7/0. A continuacidn se ocluyeron
mediante la utilizaciéon de clamps microvasculares, la vena porta en su confluencia con la vena
esplénica, y la vena cava inferior infrahepatica justo por encima de la vena renal derecha. La vena
cava inferior suprahepatica se ocluyd también con una pinza Satinsky. En este momento se da
inicio a la fase anhepatica. La hepatectomia total del receptor se completo al seccionar las venas
porta y cava inferior supra e infrahepaticas, todas en su parte mas proximal al higado del receptor.

A continuacion se procedid a implantar el higado del donante, previa perfusion con solucion
Lactato Ringer Hartmann para eliminar el exceso de i6n potasio que contiene la solucion de
preservacion de UW. El implante del injerto comenzo con la sutura continua con Prolene 7/0 entre
la vena cava inferior suprahepatica del donante y la del receptor. La siguiente anastomosis que se
realizo fue la de la vena porta, mediante la introduccién del cuff colocado en la vena porta del
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injerto dentro de la vena porta del receptor; una vez introducida, se asegurd con una sutura de seda
6/0. Una vez realizadas estas dos primeras anastomosis se procedid a la reperfusion del injerto,
mediante la liberacion en primer lugar, del clamp microvascular que ocluia la vena porta e
inmediatamente después se liber6 la pinza Satinsky que ocluia la vena cava inferior suprahepatica.

La anastomosis de la vena cava inferior infrahepatica se realizé de forma similar a la vena porta, y
posteriormente se liberd el clamp microvascular que ocluia la vena, reconstituyendo el flujo
sanguineo a este nivel. Después se realizd la anastomosis del conducto biliar y para terminar la

intervencion se cerrd el plano muscular y después la piel con sutura continua con seda 2/0 (Figura
22).

Figura 22. Cirugia del receptor en el modelo experimental de trasplante hepatico ortotopico. A) Fase
anhepatica. B) Anastomosis de la vena cava inferior suprahepatica mediante sutura continua. C) Anastomosis
de la vena porta mediante cuff. D) Anastomosis de la vena cava inferior infrahepatica a través de un cuff y
del conducto biliar mediante el catéter colocado previamente en el donante.
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2.2 Precondicionamiento isquémico

El PC se realizo en el higado donante mediante la oclusion de la arteria hepatica y la vena porta con
un clamp microvascular durante 5 minutos. Posteriormente se liberd el clamp microvascular
permitiendo la reperfusion del higado durante 10 minutos (Figura 23). Tras estos 10 minutos de
reperfusion se procedid a la perfusion del injerto con la solucion UW. Los tiempos de isquemia y
reperfusion del PC se seleccionaron en base a un estudio realizado por nuestro grupo en donde se

demostraba su efectividad en trasplante hepatico con injerto esteatdsico y no esteatdsico [252].

Figura 23. Precondicionamiento isquémico en el modelo experimental de trasplante hepatico. A) Inicio del
PC: oclusion de la arteria hepatica y la vena porta con un clamp microvascular, por un periodo de 5 minutos
de isquemia hepatica. B) Liberacion del clamp microvascular para permitir la reperfusion del higado durante
10 minutos.
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3. Disefio Experimental

3.1 Estudio 1

Papel del Adenosin monofosfato-3°,5’ ciclico (AMPc) en la lesion hepatica por I/R
asociada al trasplante hepatico de injertos esteatésicos y no-esteatosicos, asi como en

los efectos protectores del PC.

En la Tabla 6 se presenta un resumen del disefio experimental y las determinaciones analiticas

realizadas en este estudio. Los protocolos experimentales se describen en detalle a continuacion.

Protocolo 1
Para evaluar los niveles del AMPc en el trasplante de injertos esteatdsicos y no esteatosicos, se

realizaron los grupos experimentales siguientes.
1. _Sham (n=12 ratas Zucker, 6 Ln y 6 Ob): Animales Zucker Ln y Ob sometidos a anestesia
y laparotomia transversal. Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepatica y la

vena diafragmatica.

2. _Trasplante hepatico (TH) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes): Este grupo se dividio en dos

subgrupos:

2.1 Trasplante hepdtico con injerto esteatosico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados esteatosicos extraidos de ratas
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucioén de preservacion
fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotopico estandar utilizando ratas
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la técnica de doble
cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

2.2 Trasplante hepdtico con injerto no esteatésico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6
ratas Ln donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados no esteatdsicos extraidos de
ratas Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucion de
preservacion fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotdpico estandar
utilizando ratas Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la

técnica de doble cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

3. Precondicionamiento Isquémico + Trasplante hepatico (PC+TH) (n=24 ratas Zucker, 12

trasplantes): Igual que el grupo 2, pero con PC, inducido por 5 minutos de isquemia
seguido de 10 minutos de reperfusion en el higado de la rata donante previo a la perfusion
del higado con Ia solucién UW. El tiempo de PC utilizado ha demostrado ser eficaz frente
al dafio por I/R hepatica en el modelo de trasplante hepatico con injerto esteatdsico
[125,252].
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La duracion de los periodos de isquemia fria y de reperfusion aplicados para la realizacion de esta
tesis estdn basados en estudios anteriores en los que observo que 6 horas de isquemia fria es
suficiente para inducir lesion por I/R tanto en injertos esteatésicos como en no-esteatdsicos
sometidos a trasplante y ademas es un tiempo de isquemia fria normalmente utilizado en la practica
clinica. Las 4 horas de reperfusion estan dentro del margen de tiempo en el que se observan los
niveles maximos en los parametros de lesion hepatica [83,113,114,125,180,252,359,360].

En los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma e higado después de 4
horas de reperfusion y se midieron los niveles de AMPc. En el grupo Sham, las muestras de higado

y tejido se tomaron 4 horas después de la laparotomia y ligadura de los vasos sanguineos.

Protocolo 2

Para evaluar la lesion hepatica por I/R y la supervivencia asociada al trasplante de injertos
esteatosicos después de la modulacion farmacologica del AMPc, asi como la implicacion del
AMPc en los efectos protectores del PC, se establecieron 2 protocolos con los siguientes grupos

experimentales.

Protocolo 2.1. Para evaluar la lesion hepatica tras la modulacion farmacologica del AMPc en el

trasplante hepatico de injertos esteatosicos, se afiadieron los siguientes grupos experimentales:

4. Trasplante hepatico + Inhibidor de la adenilato ciclasa (TH+SQ22536) (n=12 ratas Zucker,

6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con

administracion previa de un inhibidor de la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300
ug/kg por via intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento quirirgico en el donante
[361,362].

5. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepatico + Activador de la adenilato ciclasa

(PC+TH+forskolin) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como

donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administracion previa de un activador de la
adenilato ciclasa (forskolin), a dosis de 100 pug/kg por via intraperitoneal, 5 minutos antes

del procedimiento quirurgico en el donante [361,363].

6. Trasplante hepatico + Inhibidor de la adenilato ciclasa + Analogo del AMPc
(TH+SQ22536+DBcAMP) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob
como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de un inhibidor de

la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 ug/kg por via intraperitoneal y un analogo
del AMPc (DBcAMP), a dosis de 15 mg/kg por via intravenosa, 5 minutos antes del
procedimiento quirurgico en el donante [293,362,363].

7. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepatico + Andalogo del AMPc
(PC+TH+DBcAMP) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como
donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administracion previa de un analogo del AMPc
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(DBcAMP), a dosis de 15 mg/kg por via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante [293,362,363].

Para evaluar la lesion hepatica se realizo la determinacion de transaminasas en plasma, el estudio
histologico del tejido hepatico y se evalud los niveles de AMPc en muestras de plasma y tejido

hepatico de todos los grupos experimentales descritos en este protocolo, tras 4 horas de reperfusion.

Protocolo 2.2 Para evaluar la supervivencia de los receptores tras la modulacion farmacoldgica del
AMPc se monitorizaron los animales correspondientes a los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) y
grupos 4 y 5 (Protocolo 2) durante 14 dias después de la cirugia, tal y como se ha descrito en otros
estudios [180].

Protocolo 3
Para investigar si los beneficios de estrategias que bloquean el AMPc cursan a través de cambios en
el NO en trasplante hepatico con injertos esteatdsicos, se afiadieron los grupos experimentales

siguientes:

8. Trasplante hepatico + Inhibidor de la adenilato ciclasa + Inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa (TH+SQ22536+L-NAME) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron
Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de un inhibidor

de la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 ug/kg por via intraperitoneal, y un
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (L-NAME), a dosis de 10 mg/kg por via intravenosa, 5
minutos antes del procedimiento quirurgico en el donante [238,364].

9. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepatico + Inhibidor de la éxido nitrico
sintasa (PC+TH+L-NAME) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob

como donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administracion previa de un inhibidor de

la o6xido nitrico sintasa (L-NAME), a dosis de 10 mg/kg por via intravenosa, 5 minutos
antes del procedimiento quirdrgico en el donante [238,364].

Después de 4 horas de reperfusion, se recogieron muestras de plasma e higado en estos grupos
experimentales. Para investigar una posible implicacion del NO en los mecanismos de proteccion
se determinaron los niveles de nitritos y nitratos, eNOS, e iNOS en tejido hepatico en los grupos
experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) y 4 y 5 (Protocolo 2). De la misma manera, se
determinaron las transaminasas, el acido hialuronico, la permeabilidad vascular y el edema y se
realizé un estudio histoldgico en los grupos experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), grupos 4y 5
(Protocolo 2) y grupos 8 y 9 del presente protocolo.

Protocolo 4
Para evaluar si las estrategias que bloquean el AMPc afectan el metabolismo energético de los
higados esteatdsicos durante la isquemia fria (antes de ser implantados en el receptor), se afiadieron

los grupos experimentales siguientes:
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10.

11.

12.

13.

14.

Isquemia Fria (IF) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Los higados esteatosicos

extraidos de ratas Zucker Ob se perfundieron y se preservaron con solucién de

preservacion fria UW durante 6 horas.

Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fria (PC+IF) (n=6 ratas Zucker Ob como

donantes): Igual que el grupo 10, pero con PC, inducido por 5 minutos de isquemia seguido
de 10 minutos de reperfusion en el higado de la rata donante previo a la perfusion del

higado con la soluciéon UW.

Isquemia Fria + Inhibidor de la adenilato ciclasa (IF+SQ22536) (n=6 ratas Zucker Ob

como donantes): Igual que el grupo 10, pero con administracion previa de un inhibidor de

la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 pg/kg por via intraperitoneal, 5 minutos

antes del procedimiento quirdrgico en el donante [361,362].

Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fria + Activador de la adenilato ciclasa

(PC+IF+forskolin) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Igual que el grupo 11, pero con
administracion previa de un activador de la adenilato ciclasa (forskolin), a dosis de 100
ug/kg por via intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento quirtirgico en el donante
[361,363].

Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fria + Inhibidor de la 6xido nitrico sintasa
(PC+HIF+L-NAME) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Igual que el grupo 11, pero con

administracion previa de un activador de un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (L-

NAME), a dosis de 10 mg/kg por via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento

quirargico en el donante [238,364].

Después de 1, 2 y 4 horas de reperfusion, se recogieron muestras de higado en los grupos

experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y 8 y 9 (Protocolo 3), para evaluar

ATP y nucleotidos de adenina. De la misma manera, para evaluar el efecto del bloqueo del AMPc

sobre el metabolismo energético de los injertos esteatosicos se determind ATP, nucleotidos de

adenina, nucleosidos, bases, AMPc, hexosas 6-fosfato y lactato, 1, 3 y 6 horas después de la

isquemia fria en los grupos experimentales 10 al 14 de este protocolo.

Protocolo 5

Para evaluar el efecto del bloqueo del AMPc sobre el estrés oxidativo, se analizaron los niveles de
malondialdehido (MDA), nitrotirosinas, XDH/XOD, SOD y GSH en muestras de tejido hepatico
correspondientes a los grupos experimentales 1, 2.1, 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y 8 y 9

(Protocolo 3) a las 4 horas después de la reperfusion.
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Disefio Experimental del Estudio 1

El AMPc en el trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos y no esteatosicos

procedente de ratas Zucker

Protocolo 1. Niveles AMPc en el trasplante hepatico de injertos esteatésicos y no esteatésicos

Grupos experimentales

Sham (n=12, 6 Ln y 6 Ob)

TH (12 trasplantes)

2.1 TH Ob (6 injertos Ob)

2.2 TH Ln (6 injertos Ln)

3. PC+TH (12 trasplantes)

3.1 PC+TH Ob (6 injertos Ob)
3.2 PC+TH Ln (6 injertos Ln)

N =

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2 y 3: AMPc 4 horas después de reperfusion.

la modulacion del AMPc¢

Protocolo 2. Evaluacion del dafio hepatico y la supervivencia en el trasplante hepitico de injertos esteatosicos tras

Grupos experimentales

Protocolo 2.1 Daiio Hepatico
4. TH+SQ22536 (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
5. PC+TH+forskolin (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
6. TH+ SQ22536+DBcAMP (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
7. PC+TH+ DBcAMP (6 trasplantes, 6 injertos Ob)

Protocolo 2.2 Supervivencia (10 trasplantes, 10 injertos Ob)

Determinaciones analiticas

Protocolo 2.1

Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4, 5, 6 y 7 (Protocolo 2): AMPc,
transaminasas y estudio histologico 4 horas después de reperfusion.
Protocolo 2.2

Grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2): Supervivencia del
receptor durante 14 dias

Protocolo 3. Implicacion del NO en los beneficios de las estrategias que bloquean el AMPc en injertos esteatosicos

Grupos experimentales

8. TH+SQ22536+L-NAME (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
9. PC+TH+L-NAME (6 trasplantes, 6 injertos Ob)

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) 4 y 5 (Protocolo 2): Nitritos y
nitratos, eNOS e iNOS 4 horas después de reperfusion.

Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y

8 y 9 (Protocolo 3): Transaminasas, estudio histologico, acido
hialuronico, permeabilidad vascular y edema 4 horas después de
reperfusion.

Protocolo 4. Efecto de las estrategias que bloquean
esteatosicos

el AMPc sobre el metabolismo energético de los injertos

Grupos experimentales

. IF (6 ratas, 6 injertos Ob)

. PCHIF (6 ratas, 6 injertos Ob)

. IF+SQ22536 (6 ratas, 6 injertos Ob)

. PC+IF+forskolin (6 ratas, 6 injertos Ob)
. PCHIF+L-NAME (6 ratas, 6 injertos Ob

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) 4 y 5 (Protocolo 2),

8 y 9 (Protocolo 3): ATP y nucledtidos de adenina, 1, 2 y 4 horas
después de reperfusion.

Grupos 10 a 14: ATP, nucledtidos de adenina, nucleosidos, bases,
AMPc, hexosas 6-fosfato y lactato, 1, 3 y 6 horas después de la
isquemia fria.

Protocolo S. Efecto de las estrategias que bloquean el AMPc sobre el estrés oxidativo en injertos esteatésicos

Grupos experimentales

Grupos 1, 2.1, 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2), 8 y 9
(Protocolo 3)

Determinaciones analiticas

MDA, Nitrotirosinas, XDH/XOD, SOD y GSH 4 horas después de
reperfusion.

Protocolo de administracion de los farmacos utilizados

Fdrmaco

Dosis y tiempo de pre-tratamiento

SQ22536 Inhibidor de la adenilato ciclasa

Forskolin Activador de la adenilato ciclasa
DBcAMP Analogo del AMPc
L-NAME Inhibidor de la 6xido nitrico sintasa

30 pg/kg via intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento
quirurgico en el donante.
100 pg/kg via intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento
quirdrgico en el donante.
15 pg/kg via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento
quirurgico en el donante.
10 pg/kg via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento
quirurgico en el donante.

Tabla 6. Disefio experimental y determinaciones analiticas del Estudio 1.
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3.2 Estudio 2

Efecto del TUDCA sobre la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante de injertos
esteatésicos y no esteatdsicos e investigacion de los mecanismos de sefializacion

subyacentes.

En la Tabla 7 se presenta un resumen del disefio experimental y las determinaciones analiticas

realizadas en este Estudio.

Protocolo 1

Para evaluar el papel del TUDCA en la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante singénico de
injertos esteatdsicos y no esteatdsicos, se establecieron 3 protocolos con los grupos experimentales
siguientes.

Protocolo 1.1. Para evaluar el efecto del TUDCA en la lesion hepatica en el trasplante hepatico
singénico de higados esteatdsicos y no esteatosicos, se realizaron los siguientes grupos
experimentales:

1. Sham (n=12, 6 Ln y 6 Ob): Animales Zucker Ln y Ob sometidos a anestesia, laparotomia
transversal. Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepatica y la vena

diafragmatica.

2. _Trasplante hepatico (TH) (n=24 ratas Zucker): Este grupo se dividié en dos subgrupos:

2.1 Trasplante hepdtico con injerto esteatosico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados esteatosicos extraidos de ratas
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucidén de preservacion
fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotopico estandar utilizando ratas
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la técnica de doble
cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

2.2 Trasplante hepdtico con injerto no esteatosico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6 ratas Ln
donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados no esteatdsicos extraidos de ratas
Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucidon de preservacion
fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotopico estandar utilizando ratas
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la técnica de doble
cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

3. Trasplante hepatico + TUDCA (TH+TUDCA) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes, en 6 de

ellos se utilizaron ratas Ob como donantes y en los otros 6 se utilizaron ratas Ln como

donantes): Los subgrupos 3.1 y 3.2 son similares a los subgrupos 2.1 y 2.2,

respectivamente, pero con administracion previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA), en el donante a dosis de 100 mg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del

procedimiento quirargico [193].

Protocolo 1.2. Para evaluar el papel de PPARy en los efectos inducidos por el TUDCA sobre la
lesion hepatica en el trasplante singénico de higados esteatosicos, se afiadieron los grupos

experimentales siguientes:

4. Trasplante hepatico + PPARy antagonista (TH+PPARy antagonista) (n=12 ratas Zucker, 6

trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1,

pero con administracion previa de GW9662 (Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza), un
antagonista del PPARy a dosis de 1 mg/kg por via intraperitoneal, 1 hora antes del

procedimiento quirurgico en el donante [180].

5. Trasplante hepatico + TUDCA + PPARy agonista (TH+TUDCA+PPARY antagonista)

(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes).

Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), a dosis de 100 mg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del
procedimiento y Rosiglitazona (Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza), un agonista del
PPARy , a dosis de 3 mg/kg por via intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento

quirtrgico en el donante [180].

Protocolo 1.3. Para evaluar si el PPARy era capaz de modular la via del TLR4 en el trasplante

hepatico singénico de injertos esteatdsicos, se afladieron los grupos experimentales siguientes.

6. Trasplante hepatico + PPARy antagonista + anti-TLR4 (TH+PPARy antagonistatanti-
TLR4) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como

donantes). Igual que el grupo 2.1, pero con administracién previa de GW9662 (Alexis
Biochemicals, Lausen, Suiza), un antagonista del PPARy a dosis de 1 mg/kg por via
intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento y un anticuerpo dirigido contra el TLR4 de
rata, a dosis de 3 mg/kg por via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirurgico
en el donante [180,365].

7. Trasplante hepatico + TLR4 agonista (TH+TLR4 agonista) (n=12 ratas Zucker, 6

trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1,

pero con administracion previa de MPLA (Enzo Life Sciences, Lausen, Suiza), un agonista
del TLR4, a dosis de 500 pg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento

quirtrgico en el donante [366].

8. Trasplante hepatico + anti-TLR4 (TH+ anti-TLR4) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en

los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1, pero con

administracion previa de un anticuerpo dirigido contra el TLR4 a dosis de 3 mg/kg por via

intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirrgico en el donante [365].
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En los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma ¢ higado después de 4
horas de reperfusion. Se evalud la lesion hepatica mediante la determinacion de transaminasas en
plasma y se realizo un estudio histologico del tejido hepatico. En los grupos experimentales 1, 2.1 y
3.1 (Protocolo 1.1), se evaluaron los marcadores del estrés del RE, MDA, nitrotirosinas y niveles
de PPARy. Se determino la via del TLR4 en los grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1) y 4y 5
(Protocolo 1.2). Se analizo la mieloperoxidasa (MPO), TNF, IL-1 e IL-6 en los grupos 1, 2.1
(Protocolo 1.1) y 8 (Protocolo 1.3). Se monitorizé la supervivencia de los receptores tras 14 dias en
los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1), 4 y 5 (Protocolo 1.2), 6 y 7 (Protocolo 1.3).

Para evaluar si el efecto del TUDCA sobre el estrés del RE, PPARy y la via del TLR4, era puntual
o mantenido a lo largo de la reperfusion, se afiadieron nuevos grupos sujetos a intervenciones
similares a las descritas en los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1). En tales condiciones, se
determinaron los marcadores del estrés del RE, los niveles de PPARy y la via del TLR4, tras 1, 2,
4, 12 y 18 horas después de reperfusion.

Protocolo 2
Para evaluar el papel del TUDCA y el TLR4 en la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante
alogénico de injertos esteatosicos y no esteatdsicos, se realizaron los grupos experimentales

siguientes:
9. Sham (n=12 ratas, 6 WS Ln y 6 SD Ob): Animales Wistar (WS) Ln y Sprague Dawley
(SD) Ob, fueron sometidos a anestesia, laparotomia transversal. Se ligaron las venas

suprarrenal derecha, la arteria hepatica y la vena diafragmatica.

10. Trasplante hepatico alogénico (THjpeenico) (n=24 ratas, 12 trasplantes): Este grupo se

dividioé en dos subgrupos:

10.1 Trasplante hepdtico alogénico con injerto esteatosico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6
ratas SD Ob donantes y 6 ratas WS Ln receptoras): Los higados esteatdsicos extraidos
de ratas Sprague Dawley Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucion
de preservacion fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotdpico estandar
utilizando ratas Wistar Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la
técnica de doble cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358]. Esta
combinacion SD a WS es completamente alogénica y resulta en un agudo rechazo del
trasplante hepatico [357].

10.2 Trasplante hepdtico alogénico con injerto no esteatosico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6
ratas SD Ln donantes y 6 ratas WS Ln receptoras): Los higados no esteatdsicos
extraidos de ratas Sprague Dawley Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron
con solucion de preservacion fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico
ortotopico estandar utilizando ratas Wistar Ln como receptores (n=6 ratas), se realizo
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de acuerdo a la técnica de doble cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de
Kamada [358].

11. Trasplante hepatico alogénico + TUDCA (TH,jegenicot TUDCA) (n=24 ratas, 12 trasplantes):
Los subgrupos 11.1 y 11.2 son similares a los grupos 10.1 y 10.2, respectivamente, pero
con administracion previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), en el

donante a dosis de 100 mg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento

quirurgico [193].

12. Trasplante hepatico alogénico + TLR4 agonista (TH,jegenicot TLR4 agonista) (n=12 ratas, 6

trasplantes, en los cuales se utilizaron 6 ratas SD Ob donantes y 6 ratas WS Ln receptoras).
Igual que el grupo 10.1, pero con administracion previa de MPLA (Enzo Life Sciences,
Lausen, Suiza), un agonista del TLR4, a dosis de 500 pg/kg por via intravenosa, 10
minutos antes del procedimiento quirurgico en el donante [366].

Al final del procedimiento quirurgico se recogieron muestras de plasma e higado después de 4
horas de reperfusion. Se evaluo la lesion hepatica mediante la determinacion de transaminasas en
plasma y el estudio histologico del tejido hepatico. De la misma manera, se determinaron los
marcadores del estrés del RE, los niveles de PPARy y la via del TLR4, asi como la supervivencia

de los receptores tras 14 dias en los grupos experimentales 10.1, 11.1 y 12 (Protocolo 2).

Los vehiculos usados para la administracion de los farmacos en los diferentes protocolos de este
estudio fueron: tampon fosfato salino (PBS) (Invitrogen, Gry Isly, NY, USA) para anticuerpo anti-
TLR4; dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para GW9662 y Rosiglitazona; y
solucion salina fisiologica para TUDCA y MPLA, respectivamente.
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Disefio Experimental del Estudio 2

Efecto del TUDCA sobre PPARy y TLR4 en el trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos y no

esteatosicos

Protocolo 1. Trasplante hepatico singénico

Protocolo 1.1. Efecto del TUDCA en el daiio hepatico en
hepatico singénico

injertos esteatésicos y no esteatosicos sometidos a trasplante

Grupos experimentales

1. Sham (n=12, 6 Zucker Ln y 6 Zucker Ob)
2. TH (12 trasplantes)

2.1 TH Ob ( 6 injertos Zucker Ob)

2.2 TH Ln (6 injertos Zucker Ln)
3. TH+TUDCA (12 trasplantes)

3.1 TH+TUDCA Ob (6 injertos Zucker Ob)
3.2 TH+TUDCA Ln (6 injertos Zucker Ln)

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2.1 y 3.1: Marcadores del estrés del RE, MDA, nitrotirosinas,
niveles de PPARY, 4 horas después de reperfusion.

Grupos 2.1 y 3.1: Marcadores del estrés del RE, niveles de PPARy y via
del TLR4, 1,2, 4, 12 y 18 horas después de reperfusion.

Protocolo 1.2. El papel de PPARY en los efectos inducidos p
de higados esteatosicos

or el TUDCA sobre la lesion hepatica en el trasplante singénico

Grupos experimentales

4. TH+PPARy antagonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob)
5. TH+TUDCA+ PPARy agonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker
Ob)

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1), 4 y 5 (Protocolo 1.2): Via del TLR4, 4
horas después de reperfusion.

Protocolo 1.3. Modulacion de la via del TLR4 por PPARY en el trasplante hepatico singénico de injertos esteatdsicos

Grupos experimentales

6. TH+ PPARYy antagonistat+anti-TLR4 (6 trasplantes, 6 injertos
Zucker Ob)

7. TH+TLR4 agonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob)

8. TH+anti-TLR4 (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob)

Determinaciones analiticas

Grupos 1 a 8: Transaminasas y estudio histologico 4 horas después de
reperfusion.

Grupos 1, 2.1 (Protocolo 1.1) y 8 (Protocolo 1.3): MPO, TNF, IL-1 e IL-6
Grupos 2.1, 3.1 (Protocolo 1.1), 4, 5 (Protocolo 1.2), 6 y 7 (Protocolo 1.3):
Supervivencia del receptor durante 14 dias

Protocolo 2. Trasplante hepatico alogénico

Protocolo 2.1. Efecto del TUDCA y del TLR4 en el daiio
trasplante hepético alogénico

hepatico en injertos esteatosicos y no esteatésicos sometidos a

Grupos experimentales

Determinaciones analiticas

9. Sham (n=12, 6 injertos SD Ob y 6 injertos WS Ln) Grupos 9 a 12: Transaminasas y estudio histologico 4 horas después de

10. THaiogenico (12 trasplantes, 6 injertos SD Ob y 6 injertos WS Ln) reperfusion.

11. THaiogenico TUDCA (12 trasplantes, 6 injertos SD Ob y 6 injertos Grupos 9, 10.1 y 11.1: Marcadores del estrés del RE, niveles de PPARy y

WS Ln) via del TLR4, 4 después de reperfusion.
12. THajogenico* TLR4 agonista (6 trasplantes, 6 injertos SD Ob) Grupos 10.1, 11.1 y 12: Supervivencia del receptor durante 14 dias
Protocolo de administracion de los farmacos utilizados
Fdarmaco Dosis y tiempo de pre-tratamiento

TUDCA Sal biliar 100 pg/kg via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quirtrgico en el donante.
GW9662 Antagonista PPARy 1 mg/kg via intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento quirtrgico en el donante.
Rosiglitazona Agonista PPARy 3 mg/kg via intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento quirtrgico en el donante.
MPLA Agonista TLR4 500 pg/kg via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quiriirgico en el donante.
Anti-TLR4 Anticuerpo anti-TLR4 3 mg/kg via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirtrgico en el donante.

Tabla 7. Disefio experimental y determinaciones analiticas del Estudio 2.
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3.3 Estudio 3

El papel de la adiponectina, visfatina y resistina en la lesion hepatica por I/R asociada
al trasplante hepatico de injertos esteatdsicos y no esteatosicos, y su implicacion en los

efectos protectores del PC

En la Tabla 8 se presenta un resumen del disefio experimental y las determinaciones analiticas

realizadas en este Estudio.

Protocolo 1
Para evaluar el papel de la adiponectina, la visfatina y la resistina en la lesion hepatica por I/R
asociada al trasplante de injertos esteatdsicos y no esteatosicos, se realizaron los grupos

experimentales siguientes:
1. Sham (n=12 ratas Zucker, 6 Ln y 6 Ob): Animales Ln y Ob sometidos a anestesia,
laparotomia transversal. Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepatica y la

vena diafragmatica.

2. _Trasplante hepatico (TH) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes): Este grupo se dividio en dos

subgrupos:

2.1 Trasplante hepdtico con injerto esteatosico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados esteatosicos extraidos de ratas
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucion de preservacion
fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotopico estandar utilizando ratas
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la técnica de doble
cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

2.2 Trasplante hepdtico con injerto no esteatosico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6
ratas Ln donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los higados no esteatdsicos extraidos de
ratas Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solucion de
preservacion fria UW durante 6 horas. El trasplante hepatico ortotdpico estandar
utilizando ratas Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizd de acuerdo a la

técnica de doble cuff sin reconstruccion de la arteria hepatica de Kamada [358].

3. Trasplante hepatico + Adiponectina (TH+Adiponectin) (n=24 ratas Zucker): Los subgrupos

3.1 y 3.2. fueron similares a los subgrupos 2.1 y 2.2, respectivamente, pero con
administracion previa de adiponectina recombinante (AdipoGen, Seul, Corea) en el
donante a dosis de 1.5 mg/kg por via intravenosa, 20 minutos antes del procedimiento

quirargico en el donante [91, 367].

4. Trasplante hepatico + Adiponectina + anti-Adiponectina (TH+Adiponectina+anti-
Adiponectina) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como
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donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de adiponectina
recombinante (AdipoGen, Seul, Corea), a dosis de 1.5 mg/kg por via intravenosa, 20
minutos antes del procedimiento y un anticuerpo dirigido contra adiponectina (R&D
systems, USA), a dosis de 3 mg/kg por via intravenosa, 30 minutos antes del

procedimiento quirtrgico en el donante [91,367,368].

5. Trasplante hepatico + Visfatina (TH+Visfatina) (n=24 ratas Zucker): Igual que el grupo 2,

pero con administracion previa de visfatina recombinante (Enzo Life Sciences, Lausen,
Suiza), a dosis de 50 ug/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento

quirtrgico en el donante [369].

6. Trasplante hepatico + anti-Visfatina (TH+anti-Visfatina) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes,

en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con
administracion previa de un anticuerpo dirigido contra visfatina (AdipoGen, Seul, Corea), a
dosis de 500 pg/kg por via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirirgico en
el donante [370].

7. Trasplante hepatico + Adiponectina + anti-Resistina (TH+Adiponectina+anti-Resistina)

(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes):
Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de adiponectina recombinante
(AdipoGen, Seul, Corea), a dosis de 1.5 mg/kg por via intravenosa, 20 minutos antes del
procedimiento y un anticuerpo dirigido contra Resistina (Merck Millipore, USA), a dosis
de 1 mg/kg por via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirtrgico en el
donante [91,367,371].

8. Trasplante hepatico + Resistina (TH+Resistina) (n=24 ratas Zucker): Igual que el grupo 2,

pero con administracién previa de Resistina recombinante (PeproTech Inc, USA), a dosis
de 100 pg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quirirgico en el
donante [372].

9. Trasplante hepatico + Resistina + anti-Adiponectina (TH+Resistina+anti-Adiponectina)

(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes):
Igual que el grupo 2.1, pero con administracion previa de resistina recombinante
(PeproTech Inc, USA), a dosis de 100 pg/kg por via intravenosa, 10 minutos antes del
procedimiento y un anticuerpo dirigido contra Adiponectina (R&D systems, USA), a dosis
de 3 mg/kg por via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirirgico en el
donante [368,372].

En todos los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma ¢ higado después
de 4 horas de reperfusion. En las muestras de tejido hepatico se determinaron los niveles de mRNA
y de proteina de adiponectina, visfatina y resistina. Se evalué la inmunolocalizacion de

adiponectina y resistina en los grupos experimentales 1 y 2 (Protocolo 1). Para evaluar la lesion
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hepatica se determinaron niveles de transaminasas en plasma, y se realizé el estudio histologico del
tejido hepatico. Se evalud la apoptosis mediante determinacidn de los niveles hepaticos de caspasa
3 y tincion Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-digoxidenin Nick-End Labeling
(TUNEL) en cortes histologicos de higado. La supervivencia de los receptores se monitorizd tras
14 dias después del procedimiento quirurgico en los grupos experimentales 2.1, 3.1, 7 y 8
(Protocolo 1).

Protocolo 2
Para investigar el efecto de la AMPK, un conocido efector del PC, sobre los niveles de
adiponectina, resistina y la via PI3K/Akt en el trasplante hepatico de injertos esteatosicos, se

realizaron los grupos experimentales que se describen a continuacion:

10. Precondicionamiento Isquémico + Trasplante hepatico (PC+TH) (n=12 ratas Zucker, 6

trasplantes en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero
con PC, inducido por 5 minutos de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusion en el
higado de la rata donante previo a la perfusion del higado con la solucion UW. El tiempo
de PC utilizado ha demostrado ser eficaz frente al dafio por I/R hepatica en el modelo de
trasplante hepatico con injerto esteatosico [125,252].

11. Trasplante hepatico + activador del AMPK (TH+AMPK activador) (n=12 ratas Zucker; 6
trasplantes, en los cuales se utilizaron Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con

administracion previa de 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleosido (AICAR)
(Toronto Research Chemicals, North York, ON, Canada), un activador de la AMPK, a
dosis de 100 mg/kg por via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento quirargico en el
donante [125].

12. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepdtico + inhibidor del AMPK
(PCI+TH+AMPK inhibidor) (n=12 ratas Zucker; 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron

Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con pero con PC inducido por 5 minutos

de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusion en el higado de la rata donante previo a
la perfusion del higado con la solucion UW [125,252]; y administracion previa de adenina
9-B-D-arabinofuranosido (ara-A) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), un inhibidor del
AMPK, a dosis de 100 pug/kg/min por via intravenosa durante 10 minutos antes del

procedimiento quirtirgico en el donante [125].

Después de 4 horas de reperfusion, se recogieron muestras de plasma e higado de los grupos
experimentales descritos. En las muestras de tejido hepatico se determinaron los niveles de
adiponectina y resistina y se evaluo la via PI3K/Akt en los grupos experimentales 1, 2.1, 3.1, 7y 8
(Protocolo 1) y 10, 11 y 12 (Protocolo 2).
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Disefio Experimental del Estudio 3

El papel de las Adipocitoquinas en el trasplante hepdtico de injertos esteatosicos y no esteatosicos
procedente de ratas Zucker

Protocolo 1. Papel de la adiponectina, la visfatina y la resistina en la lesion hepitica por I/R asociada al trasplante de
injertos esteatdsicos y no esteatésicos

N =

W

® = o

9.

Grupos experimentales

Sham (n=12, 6 injertos Ob y 6 injertos Ln)

TH (12 trasplantes)

2.1 TH Ob (6 injertos Ob)

2.2 TH Ln (6 injertos Ln)

TH-+Adiponectina (12 trasplantes)

3.1 TH+Adiponectina Ob (6 injertos Ob)

3.2 TH+Adiponectina Ln (6 injertos Ln)
TH+Adiponectina+anti-Adiponectina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
TH+Visfatina (12 trasplantes)

5.1 TH+Visfatina Ob (6 injertos Ob)

5.2 TH+Visfatina Ln (6 injertos Ln)

TH+anti-Visfatina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
TH+Adiponectina+anti-Resistina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
TH+Resistin (12 trasplantes)

8.1 TH+Resistin Ob (6 injertos Ob)

8.2 TH+Resistin Ln (6 injertos Ln)
TH+Resistina+anti-Adiponectin (6 trasplantes, 6 injertos Ob)

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2: Niveles y expresion de adiponectina, visfatina y
resistina e inmunolocalizacion de adiponectina y resistina, 4
horas después de reperfusion.

Grupos | a 8: Transaminasas, estudio histologico, caspasa 3 y
TUNEL, 4 horas después de reperfusion.

Grupos 2.1, 3.1, 7 y 8: Supervivencia del receptor durante 14
dias

Protocolo 2. Efecto del AMPK sobre adiponectina, resistina
injertos esteatdsicos

y la via del PI3K/AKT en el trasplante hepatico de

10. PC+TH (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
11. TH+AMPK activador (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
12. PC+TH+AMPK inhibidor (6 trasplantes, 6 injertos Ob)

Grupos experimentales

Determinaciones analiticas

Grupos 1, 2.1, (Protocolo 1), 10, 11 y 12 (Protocolo 2): Niveles
y expresion de adiponectina y resistina 4 horas después de
reperfusion.

Grupos 1, 2.1, 3.1, 7 y 8 (Protocolo 1), 10, 11 y 12 (Protocolo
2): Via del PI3K/Akt 4 horas después de reperfusion.

Protocolo de administracion de los farmacos utilizados

Fdrmaco Dosis y tiempo de pre-tratamiento

Adiponectina Adiponectina recombinante 1.5 mg/kg via intravenosa, 20 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante.

anti-Adiponectina Anticuerpo anti-Adiponectina 3 mg/kg via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento
quirurgico en el donante

Visfatina Visfatina recombinante 50 pg/kg via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante.

anti-Visfatina Anticuerpo anti-Visfatina 500 pg/kg via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante.

Resistina Resistina recombinante 100 pg/kg via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento
quirurgico en el donante.

anti-Resistina Anticuerpo anti-Resistina 1 mg/kg via intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante.

AICAR Activador AMPK 100 mg/kg via intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento
quirtrgico en el donante.

Ara A Inhibidor AMPK 100 pg/kg via intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento

quirurgico en el donante.

Tabla 8. Disefio experimental y determinaciones analiticas del Estudio 3.
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4. Recogida y procesamiento de las muestras

En todos los grupos experimentales de los tres estudios, y con el animal anestesiado, se recogieron
muestras de sangre y tejido hepatico. Las muestras de sangre se tomaron de la vena cava inferior
infrahepatica, utilizando heparina como anticoagulante. Estas muestras se mantuvieron a 4°C hasta
centrifugarse a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C para obtener el plasma. El plasma se mantuvo
congelado a —80°C hasta la realizaciéon de las determinaciones analiticas correspondientes.
Inmediatamente después de recoger las muestras de tejido hepatico, una parte de este se congelod
con nieve carbonica y se mantuvo a —80°C hasta su posterior procesamiento. Otra parte del tejido
hepatico se fijo en formaldehido tamponado al 4% para realizar después su inclusion en parafina y

posteriormente el estudio histoloégico e inmunohistoquimico.

5. Determinaciones bioquimicas

5.1 Transaminasas

Las transaminasas aspartato amino transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) son
enzimas citoplasmaticas muy abundantes en el higado que se encargan de realizar la conversion de
un aminoédcido en un acido carboxilico y participan en el metabolismo de los aminoacidos. En
condiciones normales estas enzimas se encuentran en el citoplasma, pero cuando existe una lesion
hepatica son liberadas al plasma. De esta forma la determinacion de los niveles de estas enzimas se

ha utilizado como parametro de lesion hepatica.

La actividad de estas enzimas se determind mediante kit comercial (RAL, Barcelona, Espaifia). El
ensayo enzimatico mide la desaparicion de nicotinamida adenina dinucle6tido en su forma reducida

(NADH) mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 365 nm, segin las siguientes

reacciones:

Para la AST: AST
2-Oxoglutarato + L-Aspartato — > Oxalacetato + L-Glutamato
Oxalacetato + NADH + H" % D-Malato + NAD"

Parala ALT:

ALT

Piruvato + L-Glutamato
D-Lactato + NAD+

2-Oxoglutarato + L-Arginina
Piruvato + NADH + H+

Donde el NAD+, es la nicotinamida adenina dinucledtido en su forma oxidada. Los resultados

obtenidos se expresaron en UI/L.
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5.2 Ensayo Colorimétrico de MDA

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidacion lipidica y se utilizo
como parametro bioquimico indirecto de estrés oxidativo inducido por los RLO [373]. Los niveles
de MDA se determinaron en muestras de higado mediante el método del acido tiobarbittrico
(TBA) [374]. En condiciones acidas y a altas temperaturas el MDA reacciona con el TBA para dar

lugar a un compuesto de color rosa, cuantificable por espectrofotometria.

Las muestras de tejido hepatico congelado se homogenizaron en 2 ml de tampon Tris Base 0.1 M a
pH 7 y se determiné la concentracion de proteinas totales en el mismo, siguiendo el procedimiento
descrito previamente en el apartado correspondiente. A 250 ul de este homogenado se le afiadieron
250 pl de acido tricloroacético (TCA) al 40% para precipitar las proteinas. Se mezclaron en un
agitador tipo vortex y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recupero el
sobrenadante y se le afiadio 250 pl de TBA 0.67% y se llevd a ebullicion a 100°C durante 15

minutos. Se desarrolld un color proporcional a la cantidad de MDA presente en las muestras [273].

Para la elaboracion de la recta patrdn, se preparé un estandar de MDA disolviendo 120 ul de
1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 50 ml de acido clorhidrico
(HCI) 0.1M; esta solucion se calentd durante una hora a 50°C. Para la preparacion de la recta de
calibracion se afiadieron 50 pl de esta solucidon en 5 ml de agua. De esta solucion asi preparada, se
tomaron 2.5 mL y se afiadieron a 2.5 ml de agua, siendo éste el punto mas concentrado de la recta
patréon (50 nmoles/ml), a partir de ésta se hicieron 6 diluciones seriadas a la mitad. Como blanco se
utiliz6 agua destilada. Los estandares y el blanco fueron sometidos al mismo procedimiento que las
muestras a partir del tratamiento con TCA. Asi pues, tras dejar enfriar, se determind la intensidad
de color midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm. Los resultados se expresaron

en nmol MDA/mg proteina.

5.3 Actividad de la Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es un enzima que se encuentra en el interior de los granulos
citoplasmaticos de los neutrofilos polimorfonucleares; y se utiliza como marcador de la presencia
de estas células en el tejido inflamado [375,376]. En esta tesis se utilizd como parametro de

infiltracion y actividad de neutréfilos en el tejido hepatico.
Este enzima cataliza la formacion de acido hipocloroso a partir de peroxido de hidrogeno:

H,0, + CI' HOCI1 + H,0O

El método se basa en la reaccidon de la tetrametilbencidina catalizada por la MPO. Es importante
conseguir una buena extraccion de la enzima, y para ello las muestras se homogenizaron en tampon
fosfato (KH,PO, 0,05 M, pH 6) con hexadecirtrimetilamonio de bromuro (HTBA) 0.5%,
posteriormente se sonicaron durante 30 segundos al 20% de potencia. Tras pasar tres ciclos de
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congelacion/descongelacion en nieve carbonica, las muestras se incubaron durante 2 horas a 60°C
para eliminar la actividad de las peroxidasas inespecificas y los inhibidores de la MPO que
pudieran afectar a la determinacion. Tras la incubacidn, se centrifugaron las muestras durante 12

minutos a 3000-4000 g a 4°C y se recuperd el sobrenadante [274].

A 5 pl del sobrenadante se le afiadieron 10 ul de reactivo de tetrametilbencidina (TMB) 5 mg/ml
disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO). A tiempo cero (t:0) se afiadidé 70 pl de tampoén fosfato
(KH,PO4 8 mM, pH 5.4) con H,O, al 0.05% y se determiné la cinética enzimatica de la MPO,
leyendo la absorbancia durante 3 minutos cada 15 segundos a una longitud de onda de 630 nm. Una
unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad

de absorbancia por minuto.
5.4 Ensayo inmunoenzimatico de nitrotirosinas

Gran parte de los efectos perjudiciales del NO son mediados por el OONO’, un producto de la
reaccion entre el NO y el superoxido, altamente oxidante y citotoxico. Entre los efectos nocivos del
OONO ' se destacan: la nitrosilacion de los residuos de tirosina de las proteinas, la peroxidacion de
lipidos y la rotura del DNA. El OONO" es una molécula muy inestable y altamente reactiva por lo
que su produccion es unicamente demostrable de forma indirecta, por ejemplo a través de los
productos que forma, por ello la determinacion de los niveles de nitrotirosinas se utiliza como
marcador indirecto de la formacion de OONO™ [377].

Para la determinacién de los niveles de nitrotirosinas en el tejido hepatico, las muestras se
homogenizaron en 10 volumenes de tampon Na,HPO, 50 mM pH 7.4 a 4°C, posteriormente se
centrifugaron a 20 000 g durante 30 minutos a 4°C, se recuper6 el sobrenadante y se determind en
el mismo la concentracion de proteinas totales siguiendo el protocolo descrito en el apartado

correspondiente [125,378].

La cuantificacion de los niveles de nitrotirosinas en el sobrenadante se llevo a cabo mediante un kit
comercial inmunoenzimatico (HyCult Biotech, Uden, Holya) siguiendo las indicaciones del
fabricante. En resumen, las muestras y los estandares se incubaron en pocillos cubiertos con
anticuerpos anti-nitrotirosina. Durante la incubacidn las nitrotirosinas presentes en la muestra
fueron capturadas por el anticuerpo y el material presente en la muestra que no se unio al
anticuerpo se elimind por lavado. Posteriormente se afiadié un anticuerpo secundario biotinilado
que se unid a las nitrotirosinas capturadas y después se adicion6 un conjugado peroxidasa-
estreptavidina (SA-HRP) que reacciond de forma especifica con el anticuerpo secundario unido a
las nitrotirosinas capturadas. Finalmente se utiliz6 TMB para desarrollar un compuesto coloreado.
El color obtenido es proporcional a la cantidad de nitrotirosinas presentes en la muestra y la
intensidad del color es determinada a través de la medicion de la absorbancia de las muestras a una

longitud de onda de 450 nm. Los resultados se expresaron en pmol/mg proteina.
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5.5 Ensayo colorimétrico de nitritos y nitratos

El NO puede reaccionar con numerosas moléculas presentes en el organismo y generar como
productos finales in vivo el nitrito (NO,") y el nitrato (NO5). La proporcién relativa de nitritos y
nitratos es variable y no puede ser determinada con certeza, asi pues el mejor indice de la

produccion total de NO es la suma de ambos [379].

La produccion de NO en el tejido hepatico se determind midiendo la acumulaciéon de nitritos y
nitratos, para lo cual, las muestras de tejido hepatico se homogenizaron en frio en 2 mL de tampdn
Tris-HCl 100 mM, pH 7.4 y enseguida se determino la concentracion de proteinas totales en el
homogenado. Posteriormente, se desproteinizo el homogenado mezclando 500 ul de homogenado
con 100 pul de HCI 1 N en un agitador tipo vortex. Después de centrifugar, se recuperd el
sobrenadante y se ajustdo a pH 7.6 con 100 pul de NaOH 1 N y 300 ul de Tris-HCI 100 mM
[125,231]. Los niveles de nitritos y nitratos se determinaron en el sobrenadante mediante un kit
comercial (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El

protocolo se describe brevemente a continuacion.

El kit colorimétrico para determinar nitritos y nitratos requiere de un proceso de dos etapas. El
nitrato se redujo a nitrito por incubacion durante 3 horas con nitrato reductasa en presencia de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en su forma reducida (NADPH) y flavina adenina
dinucledtido (FAD). En el segundo paso se determind la concentracién de nitritos mediante el
reactivo de Griess que convierte el nitrito en un compuesto coloreado. La intensidad del color
desarrollado se determind a través de espectrofotometria midiendo la absorbancia a una longitud de

onda de 540 nm. Los resultados se expresaron en nmol/mg proteina.
5.6 Niveles de glutation

El GSH es un tripéptido no proteico que se deriva de los aminoacidos y que actia como
antioxidante debido a su capacidad de reaccionar con compuestos oxidantes, convirtiéndose en su
forma oxidada disulfuro de glutation (GSSG). El GSH se encuentra casi exclusivamente en su
forma reducida, ya que la enzima que vuelve de su forma oxidada, la glutation reductasa, es
constitutivamente activa e inducible al estrés oxidativo, por tanto cuando un tejido esta sometido a

estrés oxidativo se produce una disminucion de GSH.

El método se basa en la reaccion entre el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno y GSH catalizada por la
glutation transferasa. Esta reaccion genera como producto el S-2.4-dinitrofenil-glutation que
presenta un maximo de absorcion a una longitud de onda de 330 a 360 nm [380].

Se homogenizaron las muestras en tampon KCI 1.15% y se determino la concentracion de proteinas
en el mismo. Posteriormente se precipitaron las proteinas con HCIO4 1 N, se centrifugaron las
muestras a 15000 g y el sobrenadante se neutralizé con K,COj; al 10% a 4°C. La curva patron se
obtuvo a partir de GSH 1 mM por sucesivas diluciones mitad y se proces6 de la misma forma que

las muestras. Para la determinacion se afiadidé el reactivo de CDNB (1-clorooro-2,4-
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dinitrobenceno), en tampon fosfato potasico 0.2 M pH 7 y EDTA 10 mM) a 50 pl de blanco, de la
curva y de las muestras, se realizd una lectura a dos longitudes de onda, la primera a 340 nm y la
segunda a 405 nm y entonces se afiadid 5 pl de GST (disuelto en el mismo tampon fosfato a una
concentracion de 12 U/L). Transcurridos 5 minutos se volvié a leer la absorbancia a ambas
longitudes de onda. La concentraciéon de GSH se obtuvo restando las absorbancias obtenidas en
cada tiempo a las dos longitudes de onda y después restando estos dos valores resultantes. Los

resultados obtenidos se expresaron en pumol glutation/mg proteina.

5.7 Actividad de la xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa

La enzima XDH/XOD se encuentra ampliamente distribuido en el organismo e interviene en el
metabolismo final de degradacion de los acidos nucleicos. Se encuentra en el citoplasma de la
célula en forma de XDH; la forma deshidrogenasa puede pasar a la forma oxidasa de forma
reversible por la reduccion de puentes disulfuro o la accién de proteasas citoplasmaticas
dependientes de calcio. Asi pues, al homogenizar es muy importante hacerlo a 4°C y en presencia
de inhibidores de proteasas como el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y de agentes que
estabilicen los puentes disulfuro como el ditiotreitol (DTT) para evitar su conversion durante el

procesamiento de las muestras.

Se diferencian en la molécula que utilizan como aceptor de electrones, mientras que la forma
deshidrogenasa utiliza NAD+ como aceptor de electrones, la forma oxidasa utiliza la molécula de

oxigeno generando O,". Las reacciones que catalizan son para su forma deshidrogenasa:

XDH

Xantina , XDH

Hipoxantina > Acido Urico

NAD" NADH+H" NAD" NADH-+H"
y en su forma oxidasa:

Hipoxantina > Acido Urico

Las muestras de tejido hepatico se homogenizaron en 100 mM de tampon Tris, que contenia acido
etilendiamino tetracético (EDTA) 10 mM, 1 mM PMSF y 1 mM de DTT. El homogenado se
centrifugo a 15000 g a 4°C, se recogid el sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas
en el mismo.

El sobrenadante se pas6 por cromatografia de columna Sephadex G-25 80 en el mismo tampon a
4°C. Los cluatos resultantes se utilizaron para medir la actividad XDH y XOD. Las actividades se
midieron por espectrofotometria mediante la deteccion del acido urico que se forma por la accion
de estos enzimas. Se determiné la aparicion de acido Urico a una longitud de onda de 292 nm con
presencia de NAD+ (para medir actividad total XDH+XOD) o ausencia de NAD+ (para medir la
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actividad especifica XOD). Se utilizo xantina (60 mM) como sustrato. Se determino la cinética del

enzima durante 5 minutos a 20°C. Los resultados se expresaron en mU/g tejido seco [381].

5.8 Actividad de la superoxido dismutasa

El enzima SOD cataliza la reaccion de dismutacion del O, por reaccion con una molécula de H,O,

dando lugar a H,O, y O,:

O, + H,0 M H,0, + 0O,

La técnica de determinacion de SOD se basa en la capacidad del O, de reducir la molécula de
nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazan, que tiene un color azulado que absorbe a una longitud de
onda de 540 nm. Si en el medio hay SOD, eliminara los O, y se inhibira la formacioén de formazan.
Como fuente de O, se utilizo el sistema X/XOD [382].

Las muestras de tejido hepatico se homogenizaron en 100 mM de tampon Tris, que contenia EDTA
10 mM, PMSF 1 mM y DTT 1 mM pH 8.1 y se determind la concentracion de proteinas en el
homogenado. Para la preparacion de la curva estandar se utiliz6 una disoluciéon de SOD de
concentracion 32 U/ml como punto mas concentrado y se hicieron 6 diluciones seriadas. Se
dispensaron 20 pl de muestra y se afiadieron 20 pl de XOD (200 U/l) excepto en el blanco; se
afiadieron 200 pl de tampén de reaccion (Na,CO5 0.05 M pH10.2); xantina 10* M; EDTA 10* M y
NBT 2.5X10” M) y se realizé una cinética con lecturas durante 15 minutos cada 30 segundos a una

longitud de onda de 540 nm. Los resultados se expresaron en U/mg proteina.
5.9 Analisis de nucledtidos

La determinacion del contenido de nucledtidos de adenina (ATP+ADP+AMP), nucledsidos de
adenina (adenosinatinosina) y bases (xantinathipoxantina) se llevd a cabo por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) [383]. Brevemente, las muestras de higado se homogeneizaron
en 10 volumenes de HC104 al 3.6%. Tras la homogenizacion, se llevé a cabo su extraccion a 0.5°C
durante 30 minutos, para posteriormente ser centrifugadas a 850 g durante 15 minutos. Los
sobrenadantes se ajustaron a pH 6 y se centrifugaron a 14000 rpm. Los perfiles de nucleotidos y
productos de degradacion se obtuvieron usando una columna de fase reversa Spherisob ODS (C18,
5 pm de medida de particula 15x0.4 cm, Teknokroma, Sant Cugat, Espafia), acoplado a un
cromatédgrafo liquido 600 (Waters, Milford, MA) conectado a un detector ultravioleta. Las
separaciones de los diferentes nucleétidos y productos de degradacion del ATP se realizaron a 254

nm. Los resultados obtenidos se expresaron en pmol/g de tejido himedo.

5.10 Actividad de la caspasa 3

La caspasa 3 es una proteina perteneciente a una familia de cisteina-proteasas que esta implicada en

las fases finales de la muerte celular por apoptosis. Para la determinacion de la actividad de la
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caspasa 3 en tejido hepatico las muestras se homogenizaron en frio en un tampon Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, Dodecilsulfato de sodio (SDS) 0.1%, Deoxicolato de
sodio 1%; y posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Una vez

recogido el sobrenadante, se determiné la concentracidn de proteinas [138].

La actividad de la caspasa 3 se determiné en el sobrenadante mediante un kit comercial
inmunoenzimatico (Calbiochem, San Diego, CA, USA) que emplea un sustrato colorimétrico Ac-
DEVD-pNA (N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina) que tras su escision por la caspasa 3
presenta un incremento de absorcion a una longitud de onda de 405 nm. Para ello las muestras se
disolvieron en 90 ul de tampon de ensayo y tras la adicion de 10 ul de sustrato colorimétrico, la
absorbancia se leyo a una longitud de onda de 405 nm cada minuto durante 1 hora. La cantidad de
color amarillo producido es proporcional a la actividad de la caspasa 3 presente en la muestra. Los

resultados obtenidos se expresaron en pmol/min.
5.11 Ensayo inmunoenzimatico del TNF

Las muestras de higado se homogenizaron en 1.5 ml de tampoén fosfato 50 mM a pH 6. Los
homogenados se centrifugaron a 4000 g durante 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes se
decantaron y conservaron a —40°C para su posterior determinacion [384]. La cuantificacion del
TNF-a total, libre y unido a proteina se realizd en el sobrenadante mediante un kit comercial
inmunoenzimatico competitivo (Chemicon International, Temecula, CA) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para la determinacion de los niveles plasmaticos de TNF-a libre se utilizé un kit de
ELISA (Biosource, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados obtenidos

se expresaron en pg/ml.
5.12 Determinacion de Interleuquina-1

Las muestras de tejido hepatico se homogenizaron en un tampoén fosfato 50 mM a pH 6, PMSF 2
mM, antipaina 1 mg/ml, leupeptina 1 mg/ml y pepstatina A 1 mg/ml. Los homogenados se
centrifugaron a 100000 g durante 1 hora a 15°C y los sobrenadantes se conservaron a —80°C para su

posterior determinacion de 1L-1 [273].

La cuantificacion de los niveles de IL-1 se determin6 en el sobrenadante mediante un kit comercial
inmunoenzimatico (Amersham Life Science, UK) siguiendo las indicaciones del fabricante. En
resumen, las muestras y los estandares se incubaron en placas que presentan adheridos anticuerpos
de rata frente a IL-1a y IL-1 . Posteriormente se afiadi6 un anticuerpo secundario biotinilado que
se une a las IL-1 capturadas, y después se afiadidé un conjugado de estreptavidina con peroxidasa
que reacciond de forma especifica con el anticuerpo secundario unido a las IL-1 capturadas.
Finalmente se utilizO0 TMB para desarrollar un compuesto coloreado. El color obtenido fue
proporcional a la cantidad de IL-1 presente en la muestra y la intensidad del color se determiné
midiendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se

expresaron en pg/mg proteina.
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5.13 Determinacion de la interleuquina-6

Las muestras de tejido hepatico se homogenizaron en un tampén Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
triton-X100 y un coctel de inhibidores de proteasas (Complete mini, Roche, Switzerland). El
homogenado se centrifugé 3000 g durante 15 minutos a 4°C [385]. Una vez recogido el
sobrenadante, se cuantificaron los niveles de IL-6 mediante un kit comercial inmunoenzimatico

(Biosource, Camarillo, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.14 Ensayo inmunoenzimatico para las adipocitoquinas: adiponectina,

visfatina y resistina

Para determinar los niveles de las adipocitoquinas: adiponectina, resistina y visfatina, las muestras
de tejido hepatico se homogenizaron en frio en tampon RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%) conteniendo también EDTA 5mM,
Na;VO, 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del céctel de inhibidores de proteasas
Complete por cada 50 ml de tampdn (Roche, Basilea, Suiza). Los homogenados se incubaron 20
minutos en hielo y después se centrifugaron a 10 000 g durante 30 minutos a 4°C [386]. Se
recuperaron los sobrenadantes y se determinaron la adiponectina, resistina y visfatina en los
mismos utilizando un kit comercial para adiponectina y resistina respectivamente (AdipoGen, Setl,
Corea) y otro kit comercial para visfatina (B-Bridge International, CA, USA). A continuacion se
describe brevemente el protocolo general que se siguid para el ensayo inmunoenzimatico de la

adiponectina que es extrapolable al de resistina y visfatina respectivamente.

El kit utilizado para la determinacion de adiponectina es un ensayo inmunoenzimatico en el cual un
anticuerpo policlonal especifico para la adiponectina de rata estd inmovilizado en los pocillos de
una inmunoplaca. Las muestras se colocaron en los pocillos y de esta manera, cualquier
adiponectina presente en las muestras es capturada por el anticuerpo policlonal anti-adiponectina
que se encuentra inmovilizado en los pocillos. Posteriormente, después de lavar la inmunoplaca, se
afiadio el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa. Después de lavar
nuevamente la inmunoplaca, se afladio un substrato que reacciona con la peroxidasa y se desarrolld
entonces el color. La intensidad del color desarrollado es directamente proporcional a la cantidad
de adiponectina unida en el pocillo. Finalmente se afiade una solucion para detener el desarrollo del
color y la intensidad del color fue determinada midiendo la absorbancia de las muestras a una

longitud de onda de 450 nm. Los resultados obtenidos se expresaron en ng/g de tejido hepatico.
5.15 Proteinas totales

Las proteinas en los diferentes homogenizados obtenidos a partir de tejido hepatico se
determinaron mediante el método colorimétrico de Bradford con un reactivo comercial (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Este método se basa en el cambio de absorbancia que en

solucion acida presenta el colorante azul de Coomassie en respuesta a diferentes concentraciones



Material y Métodos 108

de proteinas. La concentracion de proteinas en la muestra es directamente proporcional a la
absorbancia observada a una longitud de onda de 595 nm. Para la curva patron se utilizd una
solucion de albiimina de 4.75 mg/ml, a partir de la cual se realizaron 6 diluciones seriadas. Los

resultados obtenidos se expresaron en mg/ml.

6. Técnicas de Biologia Molecular

6.1 Western blot de la eNOS e iNOS

Para determinar eNOS e iNOS, se homogenizaron las muestras de tejido hepatico a 4°C en un
tampon de Tris base 20 mM, pH 8.0, que contenia EDTA 10 mM, NaCl 140 mM, glicerol 10%,
Nonidet P40 1%, aprotinina 2.5 pg/ml, PMSF 2 mM e inhibidor de tripsina de soja 60 pg/ml.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C [125,387]. Se
separaron los sobrenadantes y se determind la concentracion de proteinas totales en los mismos

siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado.

A continuacion se procedié a realizar la técnica de Western blot para la deteccion de eNOS e iNOS.
Para esto se mezclaron alicuotas de los homogenados con un tampoén de carga de electroforesis que
contenia B-mercaptoetanol y tampdn Laemli en proporcion 1:20. La proporcion del homogenado y
el tampon de carga fue 1:1. Las proteinas se desnaturalizaron calentando la mezcla a 95°C durante
10 minutos. Se cargaron 50 ug de proteina y se separaron las proteinas de acuerdo a su peso
molecular por electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 6% a un voltaje constante de 120
mV. Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) con una intensidad de 350 mA durante 120 minutos. Las membranas se incubaron en un
tampon de bloqueo formado por una solucidn salina tamponada con Tris que contiene Tween-20
(TTBS) a pH 7.5 y leche en polvo no grasa al 5% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C ya sea con el anticuerpo
primario monoclonal anti-eNOS de rata o con el anticuerpo primario monoclonal anti-iNOS de rata
(ambos de BD Transduction laboratorios, Lexington, KY, USA) preparado en dilucion 1:500
disuelto en tampon de bloqueo. Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TTBS pH 7.5 y
después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se
utiliz6 un anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilucion 1:5000 disuelto en tampdn de
bloqueo. Después de lavar la membrana con TTBS y finalmente con solucion salina tamponada con
Tris (TBS), se detectaron las proteinas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como
marcador de peso molecular se utilizé el estandar pretefiido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Para eNOS se detectd una banda a 140 kDa y para iNOS se detecté una
banda a 130 kDa.



Material y Métodos 109

La estimacion cuantitativa de las proteinas en las membranas se estandarizd respecto a la B-actina.
Para ello las membranas se re-incubaron con un anticuerpo primario anti-p-actina de rata (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) preparado en dilucion 1:1000 disuelto en tampdén que contenia
TTBS pH 7.5 y leche en polvo no grasa 5%, durante toda la noche a 4°C y se siguid el proceso
descrito para el Western blot de la eNOS e iNOS hasta obtener la sefial de la -actina con el kit de
quimioluminiscencia mencionado previamente. El anticuerpo secundario para el Western blot de f3-
actina fue un anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) preparado en dilucion 1:5000 disuelto en el mismo tampon utilizado para el anticuerpo

primario. Para la B-actina se detectd una banda a 42 kDa.

La estimacion cuantitativa de las proteinas de interés se realizd por densitometria, utilizando el
sistema de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Los

resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias.
6.2 Western Blot para la via del UPR del estrés del reticulo endoplasmatico

Se determinaron GRP78, proteina homologa-10 C/EBP (CHOP), PERK total y fosforilada, factor
de iniciacion en eucariontes a (elF2a) total y fosforilada, factor activador de la transcripcion 4
(ATF4), ATF6aq, proteina de unidon 1 caja X (XBP-1) y factor asociado al receptor del TNF 2
(TRAF2) en tejido hepatico. Con tal finalidad, las muestras de higado se homogenizaron a 4°C en
un tampon de Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, NaF 50 mM,
Na;VO,4 0.1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tritén X-100 0.05%, NasP,0; 5 mM y una tableta
del céctel de inhibidores de proteasas complete por cada 50 ml de tampdn (Roche, Basilea, Suiza).
Los homogenados se incubaron 15 minutos en hielo y se centrifugaron a 15 000 g durante 20
minutos a 4°C. Los sobrenadantes se recuperaron y se determind la concentracion de proteinas

totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado.

A continuacion se procedié a realizar la técnica de Western blot para la deteccion de GRP78,
CHOP, PERK y elF2a total y fosforilada, ATF4, ATF6a, sXBP-1 y TRAF2 de manera similar a
como se ha descrito en el apartado de Western blot de eNOS e iNOS. En resumen, se mezclaron
alicuotas de los homogenados con un tampdén de carga de electroforesis en proporcion 1:1. Se
desnaturalizaron las proteinas y se cargaron 100 pg de proteina. A continuacion se realizé una
electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% para CHOP, elF2a total y fosforilada, y
sXBP-1, al 10% para ATF4 y TRAF2, al 8% para GRP78, ATF6a y ATF6p y al 6% para PERK
total y fosforilada a un voltaje constante de 120 mV para separar las proteinas. Posteriormente las
proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF con una intensidad de 370 mA durante 70
minutos. Las membranas se incubaron en un tampon de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche
en polvo no grasa al 5% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuacion las
membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con uno de los siguientes anticuerpos:
anticuerpo primario policlonal anti-GRP78, anti-ATF6a, anti-PERK y anti-PERK fosforilada, anti-
ATF4 y anti-sXBP-1 de conejo, anticuerpo primario policlonal anti-CHOP de rata, anticuerpo

primario monoclonal anti-el[F2a total y anti-el[F20 fosforilada de conejo (Santa Cruz
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Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA), anticuerpo primario monoclonal anti-TRAF2 de rata (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA), preparados en dilucion 1:1000 disueltos en tampdn de
bloqueo. Al dia siguiente, las membranas se lavaron y después se incubaron con el anticuerpo
secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se utilizd un anticuerpo secundario anti-
IgG de rata o conejo conjugado con peroxidasa respectivamente (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) que fue preparado en dilucién 1:2000 disuelto en tampon de bloqueo. Después de lavar
la membrana, se procedid a realizar la deteccion de las proteinas mediante el kit de
quimioluminiscencia Immun-Star HRP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Como marcador de peso molecular se utilizé el estandar pretefiido
Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las bandas que se detectaron fueron:
una banda de 78 kDa para GRP78, una banda de 30 kDa para CHOP, una banda de 125 kDa para
PERK fosforilada, una banda de 36 kDa para elF2a fosforilada, una banda de 43 kDa para ATF4,
una banda de 90 kDa para ATF60, una banda de 29 kDa para sXBP-1 y una banda de 50 kDa para
TRAF?2. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.

La estimacion cuantitativa de las proteinas en las membranas se estandarizo respecto a la B-actina.
Para ello las membranas fueron procesadas tal y como se ha indicado en el apartado del Western
blot de eNOS ¢ iNOS donde también se describe el Western blot de B-actina. La banda de la B-
actina se detect6 a 42 kDa. La estimacion cuantitativa de las proteinas de interés se realizd por
densitometria, utilizando el sistema de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias
6.3 Western blot del PPARY

Para determinar PPARYy, se homogenizaron muestras de tejido hepatico a 4°C en un tampén RIPA,
que contenia Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1%, Nonidet P40
1%, EDTA 5mM, Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del coctel de inhibidores
de proteasas complete por cada 50 ml de tampon (Roche, Basilea, Suiza). Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4°C, se separaron los sobrenadantes y se
determiné la concentracion de proteinas totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito
en el correspondiente apartado.

A continuacion se procedio a realizar la técnica de Western blot para la deteccion de PPARy de
manera similar a como se ha descrito en el apartado de Western blot de eNOS e iNOS. En resumen,
se mezclaron alicuotas de los homogenados con un tampon de carga de electroforesis en proporcion
1:1. Se desnaturalizaron las proteinas y se cargaron 100 pg de proteina. A continuacidn se realizo
una electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 10% a un voltaje constante de 105 mV para
separar las proteinas. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
con una intensidad de 120 mA durante 90 minutos y de 330 mA durante una hora mas. Las
membranas se incubaron en un tampén de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche en polvo no
grasa al 3% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuacion las membranas se

incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario policlonal anti-PPARy de conejo
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(Abcam, Cambrige, MA) preparado en dilucion 1:125 disuelto en tampoén de bloqueo. Al dia
siguiente, las membranas se lavaron y después se incubaron con el anticuerpo secundario durante
60 minutos a temperatura ambiente. Se utilizd un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
conjugado con peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en
dilucion 1:2000 y disuelto en tampdén de bloqueo. Después de lavar la membrana, se procedio a
realizar la deteccion de las proteinas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como
marcador de peso molecular se utilizé el estandar pretefiido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Para PPARY se detectd una banda a 54 kDa.

La estimacion cuantitativa de las proteinas en las membranas se estandarizd respecto a la B-actina.
Para ello las membranas se procesaron tal y como se ha indicado en el apartado del Western blot de
eNOS e iNOS donde también se describe el Western blot de B-actina. La banda de la f-actina se
detectd a 42 kDa. La estimacion cuantitativa de las proteinas de interés se realizdo por
densitometria, utilizando el sistema de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias.

6.4 Western blot de la via del TLR4, el PI3K y el Akt

Se determinaron el TLR4, MyD88 y TRIF (de la via del TLR4) y PI3K y Akt (total y fosforilada)
en tejido hepatico. Con tal finalidad, las muestras de higado se homogenizaron a 4°C en un tampdn
de Tris-HCI 50 mM pH 7.5, que contenia NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, NaF 50 mM,
Na;VO, 0.1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tritéon X-100 0.05%, y una tableta del coctel de
inhibidores de proteasas complete por cada 50 ml de tampoén (Roche, Basilea, Suiza). Los
homogenados se incubaron 15 minutos en hielo y se centrifugaron a 15 000 g durante 20 minutos a
4°C [90,388]. Los sobrenadantes se recuperaron y se determind la concentracién de proteinas

totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado.

A continuacion se procedid a realizar la técnica de Western blot para la deteccion de TLR4,
MyD88, TRIF, PI3K y Akt de manera similar a como se ha descrito en el apartado de Western blot
de eNOS e iNOS. En resumen, se mezclaron alicuotas de los homogenados con un tampon de carga
de electroforesis en proporcién 1:1. Se desnaturalizaron las proteinas y se cargaron 100 ug de
proteina. A continuacion se realizo una electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% para
MyD88, al 8% para TRIF, al 7,5% para TLR4, PI3K y Akt, y todos ellos a un voltaje constante de
120 mV para separar las proteinas. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF con una intensidad de 370 mA durante 70 minutos. Las membranas se
incubaron en un tampén de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche en polvo no grasa al 3%
durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuacidon las membranas se incubaron durante
toda la noche a 4°C con uno de los siguientes anticuerpos: anticuerpo primario policlonal anti-
MyD88 de rata, anticuerpo primario monoclonal anti-TLR4 de rata, anticuerpo primario policlonal
anti-Akt total y anti-Akt fosforilada de conejo (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA,
USA), anticuerpo primario policlonal anti-TRIF de conejo (ABcam, UK) y anticuerpo primario
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monoclonal anti-PI3K de conejo (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) preparados en
dilucion 1:500 y disueltos en tampdén de bloqueo. Al dia siguiente, las membranas se lavaron y
después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se
utiliz6 un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo y de rata conjugado con peroxidasa
respectivamente (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilucion 1:2000
y disuelto en tampdn de bloqueo. Después de lavar la membrana, se procedio a realizar la deteccion
de las proteinas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como marcador de peso molecular
se utilizd el estandar pretefiido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las
bandas que se detectaron fueron: una banda de 33 kDa para MyD88, una banda de 62 kDa para el
Akt total y fosforilada, una banda a 66 kDa para TRIF, una banda de 85 kDa para el PI3K y una

banda de 95 kDa para el TLR4. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.

La estimacion cuantitativa de las proteinas en las membranas se estandarizo respecto a la B-actina.
Para ello las membranas fueron procesadas tal y como se ha indicado en el apartado del Western
blot de eNOS ¢ iNOS donde también se describe el Western blot de B-actina. La banda de la B-
actina se detectd a 42 kDa. La estimacion cuantitativa de las proteinas de interés se realizd por
densitometria, utilizando el sistema de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias

6.5 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real de las adipocitoquinas:

adiponectina, visfatina y resistina

La deteccion de la expresion génica (RNAm) de las adipocitoquinas: Adiponectina, visfatina y
resistina en tejido hepatico se realizd a través de la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Como primer paso se realizd una extraccion de RNA de
tejido hepatico. Para esto se utilizaron dos kits comerciales, el RNeasy Lipid Tissue kit para
higados esteatdsicos y el RNeasy Mini kit para los higados no esteatosicos (Quiagen, Hilden,
Alemania). En ambos casos se partié de tejido hepatico congelado y se procedio siguiendo las
instrucciones de cada kit de extraccién. Posteriormente se realizd la cuantificacion del RNA
obtenido por espectrofotometria, y se verificd la calidad del RNA calculando la relacion de

absorbancias 260/280 nm utilizando la misma técnica espectrofotométrica.

A continuacion se realizd la retrotranscripcion del RNA utilizando el kit comercial Ready-To-go
You-Prime First Stry Beads (GE Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, Reino Unido). Se partio
de 5 ug de RNA por cada muestra y se siguieron las especificaciones del kit para obtener el cDNA.
Finalmente se realizd6 RT- PCR partiendo de 75 ng del cDNA obtenido y usando sondas/primer
TagMan Gene Expression Assay predisefiadas y validadas por la casa comercial que las sintetiza
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las sondas/primer utilizadas en esta determinacion
fueron las siguientes: Rn00595250 ml para adiponectina, Rn00822043 ml para visfatina,
Rn00595224 ml para resistina, y Rn00667869 ml para -Actina. El ensayo de Real Time PCR

para analizar la expresion génica con las sondas/primer mencionadas se realizdé de acuerdo a las
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instrucciones del fabricante. También se llevaron a cabo experimentos control de la eficiencia del
ensayo. La cuantificacion de la expresion génica de las adipocitoquinas se realizd aplicando el
método de AACt usando la B-Actina como gen de referencia o normalizador, y el grupo
experimental Sham (grupo experimental 1) como calibrador para realizar el calculo comparativo
[389]. La Real Time PCR se llevo a cabo en un termociclador iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Los resultados se expresaron comparando la expresion del

RNAm con respecto al grupo calibrador.

7. Técnicas Histologicas

7.1 Estudio histologico del tejido hepatico

Las muestras de higado se procesaron segun el procedimiento estandar para su estudio mediante
microscopia Optica. Inmediatamente después de la extraccion, las muestras se fijaron al menos
durante 24 horas en formaldehido tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, Espafia). Tras la inclusion
en parafina, las muestras se cortaron con un micrétomo en secciones de 3-5 pum. Se realizd la

tincion de Hematoxilina y Eosina (HyE) siguiendo los procedimientos convencionales.

Para valorar la severidad de la lesion hepatica, los cortes se evaluaron utilizando la escala siguiente:
grado 0, lesion minima o sin evidencia de lesion; grado 1, lesidon leve que consistente en
vacuolizacion citoplasmatica y picnosis nuclear focal; grado 2, lesion de moderada a severa con
picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmatica y pérdida del contorno celular; grado 3,
necrosis severa con desintegracion de los cordones de hepatocitos, hemorragias e infiltrados de
neutrdfilos [273,390]. Para evaluar el porcentaje de necrosis se valoraron 40 campos de gran

aumento elegidos de manera aleatoria por seccion.

Para valorar el grado de esteatosis hepatica se congelo el tejido hepatico y se utilizd la tincion de
Red Oil O, un colorante liposoluble que se utiliza para la tincion de triglicéridos y lipidos. Tras la
inclusion en parafina, las muestras se cortaron con un micrétomo en secciones de 3 um de acuerdo
con los procedimientos estdndar. El indice de esteatosis hepatica se determind mediante la
cuantificacion de células con gotas lipidicas tefiidas en 30 campos de gran aumento elegidos de
manera aleatoria por seccidon. Y los datos se expresaron como el porcentaje de células tefiidas

respecto al nimero total de hepatocitos [185].

7.2 Tincion inmunohistoquimica TUNEL

Para detectar las células apoptoticas se evalud la fragmentacion nuclear del DNA de las células
apoptdticas in situ mediante el método de tincion TUNEL utilizando el kit comercial ApopTag
(Millipore, Billerica, MA, USA). Este método esta basado en la incorporacion al DNA de los

nucleotidos presentes en el medio de reaccion por la enzima TdT, que cataliza la adicion de
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nucleotidos trifosfato unidos a digoxigenina a los extremos 3'-OH libres de las cadenas de DNA,
dobles o simples, fragmentadas. A continuacion el DNA se une a un anticuerpo anti-digoxigenina
que se conjuga a una molécula de peroxidasa. El conjugado anticuerpo-peroxidasa genera
enzimaticamente mediante sustratos cromodgenos una tincidon intensa, localizada, que puede ser
detectada por inmunohistoquimica. Esta reaccidn es especialmente sensible al tipo de

fragmentacidén del DNA que tiene lugar tras la apoptosis [391].

Las muestras de tejido hepatico se fijaron en formaldehido tamponado al 4% (Panreac, Barcelona,
Espatfia), se incluyeron en parafina y se obtuvieron distintos cortes histologicos de cada muestra (3
um). Los cortes se desparafinaron y rehidrataron de la siguiente manera: 5 minutos en xilol, 2
veces; 3 minutos en alcohol absoluto, 2 veces; 3 minutos en alcohol 96°, 2 veces; 3 minutos en
alcohol 50°, 2 veces; 5 minutos en agua destilada, 3 veces y 5 minutos en PBS 1X. A continuacion,
se les afiadié una solucion de H,O, al 2% en PBS durante 5 minutos para bloquear la actividad de
las peroxidasas endogenas. Tras lavado con agua destilada y PBS, los cortes se incubaron con el
tampon de equilibrio provisto en el kit durante 15 minutos, y transcurridos €stos se incubaron con
la enzima y los nucleotidos unidos a digoxigenina presentes en el tampoén de reaccidn incluido en el
kit, durante 1 hora a 37°C en una camara humeda. Por ultimo, los cortes se incuban con un
conjugado anti-digoxigenina-peroxidasa. El color se obtuvo con una soluciéon de H,O, y
diaminobenzidina (DAB). Se contrastd con hematoxilina. Los hepatocitos TUNEL-positivos se
tifieron de color marrén. En uno de los cortes se omitio la adicion de la TdT para utilizar dicho

corte como control negativo.

Para evaluar la presencia de células apoptdticas se valoraron 40 campos de gran aumento elegidos

de manera aleatoria por seccion.
7.3 Tincion inmunohistoquimica de nitrotirosina

Para la deteccidon de nitrotirosinas por inmunohistoquimica las muestras de tejido hepatico se
fijaron en formaldehido tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, Espafia), se incluyeron en parafina
y se obtuvieron distintos cortes histoldgicos de cada muestra (3 um). Los cortes se desparafinaron y
rehidrataron de la siguiente manera: 5 minutos en xilol, 2 veces; 3 minutos en alcohol absoluto, 2
veces; 3 minutos en alcohol 96°, 2 veces; 3 minutos en alcohol 50°, 2 veces; 5 minutos en agua
destilada, 3 veces. La inmunohistoquimica de las nitrotirosinas se realizé con el kit comercial
Vectastain Universal Quick (Vector Lab, Burlingame, CA, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En resumen, como paso inicial se realizd el bloqueo de las peroxidasas enddgenas de la
muestra. A continuacidn, los cortes se incubaron con una solucion de bloqueo (suministrada en el
kit) al 2.5% durante 60 minutos y después se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo primario
anti-Nitrotirosina (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA) preparado en dilucion 1:200 en
PBS con solucién de bloqueo al 5%. Posteriormente las muestras se incubaron durante 60 minutos
con un anticuerpo secundario biotinilado y a continuacion se incubaron durante 60 minutos con un
complejo SA-HRP. Finalmente las muestras se trataron con DAB y H,0, con lo que se desarrollo
un color marrén indicativo de la presencia de nitrotirosinas. Los cortes histoldgicos se tifiieron con
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hematoxilina para proporcionar una tincién de contraste. En uno de los cortes se omitid la adicion
del anticuerpo primario frente a nitrotirosinas para utilizar dicho corte como control negativo
[125,392].

El marcaje positivo para nitrotirosinas se determind observando las muestras con microscopia
convencional. La cuantificacion del grado de tincidon de nitrotirosinas se realizo estableciendo una
escala del 0-3: grado 0, tinciéon minima o ausencia de tincion; grado 1, tincion leve; grado 2, tincion

moderada; y grado 3, tincion intensa [393].

7.4 Tincion inmunohistoquimica de adiponectina y resistina

Para la inmunolocalizacion de adiponectina y resistina, las muestras de tejido hepatico se fijaron en
formaldehido tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, Espafia) y pasadas 24 horas se incluyeron en
parafina. Las muestras se cortaron con un micrétomo en secciones de 3-4 um de grosor, obteniendo
distintos cortes histologicos de cada muestra. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron
con etanol a concentraciones decrecientes.

Las inmunohistoquimicas se llevaron a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision+System,
peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar se
bloqued la peroxidada interna de la muestra. Para cada deteccion, se incubd con el anticuerpo
primario policlonal anti-adiponectina o anti-resistina respectivamente (R&D Systems, USA).
Después de incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato

cromogeno que resultd en un precipitado marrdn.
7.5 Tincion inmunohistoquimica de Ki-67

La expresion de la proteina humana Ki-67 esta estrictamente asociada con la proliferacion celular.
El hecho de que la proteina Ki-67 esté presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1,
S, G2, y la mitosis), pero ausente de las células en reposo (G0), hace que sea un excelente marcador

para determinar la proporcion de células que se estan dividiendo.

Las muestras de tejido hepatico se fijaron en formaldehido tamponado al 4% (Panreac, Barcelona,
Espafia) y pasadas 24 horas se incluyeron en parafina. Las muestras se cortaron con un micrétomo
en secciones de 3-4 um de grosor. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron con
soluciones de etanol a concentraciones decrecientes.

La inmunohistoquimica se llevé a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision+System,
peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar se
bloqued la peroxidada interna de la muestra. Se incubd con el anticuerpo primario anti Ki-67 (clon
SP6; Abcam, Cambrige, MA). Después de incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se
trataron con DAB y el sustrato cromogeno que da un precipitado marrén a las células en division.
Se tifieron los cortes con hematoxilina para dar una tinciéon de contraste y se montaron los

portaobjetos.
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El indice de marcaje de Ki-67 se determind mediante la cuantificacion de nucleos tefiidos en 30
campos de gran aumento elegidos de manera aleatoria por seccion. Y los datos se expresaron como

el porcentaje de células tefiidas respecto al numero total de hepatocitos [185].

8. Estudio estadistico

El estudio estadistico se realizé mediante un analisis de la varianza (ANOVA), y seguidamente se
determino el nivel de significacion estadistica con un test de Student-Newman-Keuls, considerando
los datos significativamente diferentes cuando p < 0.05. Los datos se expresaron como valor de la
media + error estandar de la media. La supervivencia se estimo con el método de Kaplan-Meier y
fue comparada con una prueba long-rank, considerando los datos significativamente diferentes
cuando p < 0.05. Adicionalmente, los resultados se analizaron utilizando el programa Prism version
4 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Los niveles de AMPc en los injertos hepaticos no esteatdsicos fueron similares a los observados en
un grupo control (Sham). Sin embargo, se observo un aumento en los niveles de AMPc en los
injertos hepaticos esteatdsicos sometidos a trasplante. El bloqueo en la generacion de AMPc
mediante el pre-tratamiento con un inhibidor de la adenilato ciclasa o la induccion del PC resultd
en los efectos siguientes: Reduccion de los parametros bioquimicos de lesion hepatica y del grado
de necrosis y aumento de la supervivencia en los receptores de injertos hepaticos esteatosicos;
mayor preservacion del ATP y reduccidn en la acumulacion de intermediarios de la via glucolitica
(glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato) y en la produccion de lactato a lo largo de la isquemia fria.
Por otra parte, la administracion de un activador de la adenilato ciclasa o de analogos del AMPc en
los injertos precondicionados eliminé el efecto protector del PC. El bloqueo en la generacion de
AMPc-y a través de un mecanismo dependiente de 6xido nitrico- protegio a los injertos hepaticos
esteatosicos frente al estrés oxidativo (inhibiendo en sistema XDH/XOD y preservando la GSH) y
los desordenes microcirculatorios asociados a la reperfusion. De hecho, las estrategias que
bloquearon el AMPc (inhibidores de la adenilato ciclasa y el PC) aumentaron la sintesis de NO
derivado de la cNOS. Ademas la inhibicion en la sintesis de NO mediante modulacion
farmacologica eliminé los efectos protectores del PC y de los inhibidores de la adenilato ciclasa en

injertos esteatdsicos sobre la lesion, estrés oxidativo y desordenes en la microcirculacion.
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Numerous steatotic livers are discarded as unsuitable for transplantation (TR) because of their poor tolerance of ischemia/
reperfusion (VR). Cyclic adenosine 3',5-monophosphate (cAMP —elevating agents protect against VR injury both in nonstea-
totic livers that have been removed from nor—hean-beating donors and subjected to warm ischemia or cold ischemia (CIS)
and in perfused, isolated livers. Ischemic preconditioning (PC), which is based on briet periods of VR, protects steatotic liver
grafts, but the mechanism that is responsible is poorly understood. This study examines the role of cAMP in the vulnerability
shown by steatotic livers to TR-associated /R injury and the benefits of PC in this situation. Steatotic livers with or without
PC were transplanted into Zucker rats. The hepatic levels of cAMP were measured and altered pharmacologically. Our
results indicate that the cAMP levels in the nonsteatotic liver grafts were similar to those found in a sham group. However,
high cAMP levels were observed in steatotic liver grafts. The blockage of cAMP generation by adenylate cyclase inhibitor
pre-treatment or PC had the following results: reduced hepatic injury and increased survival of steatotic graft recipients;
greater preservation of adenosine triphosphate (ATP) and reduced lactate accumulation throughout CL This blockade of
cAMP by a nitric oxide—dependent mechanism protected steatotic liver grafts against oxidative stress and microvascular dis-
orders after reperfusion. In conclusion, cAMP blocking-based strategies could protect patients against the inherent risk of
steatotic liver falure after TR. Liver Transpl 17:1098-1110, 2011.« 2011 AASLD.
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The increasing demand for organs for transplantation
(TR) has led to the acceptance of sieatotic livers de-
spite their i]:|:|-|:|-r tolerance of ischemia/reperfusion I/
R) injury."” The use of these marginal organs is asso-
ciated with an increased risk of graft dysfunction or

failure afier TR.? In addition. many steatotic livers are
discarded, and this exacerbates the critical shortage
of donor livers.' Therefore, minimization of the
adverse effects of /R on steatotic liver TR is urgently
needed.

Additional Supporting Information may be found in the online version of this article.
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Cyclic adenosine 3.5 -monophosphate (cAMP) is pro-
duced by adenylate cyclase and acts as an intracellular
second messenger in response to a variety of extracel-
hular t:i‘lgf,:n.aj*s.ﬁ Studies evaluating the role of cAMP in
hepatic /R, which have mainly forused on nonstea-
totic livers removed from non-heart-beating donors
and subjected to warm ischemia or cold ischemia
(C18).* ¥ indicate that cAMP and cAMP analogues have
beneficial effects on hepatic I/R. These studies have
been cormoborated by other studies involving exper-
mental models of perfused. isolated livers.” The role of
cAMP in steatotic liver TR remains to be identified.

Previous tesults®™'? have indicated that both the
reduction of oxidative stress and the preservation of
the cell energy status could be involved in the benefits
of cAMP. cAMP reduces the production of reactive oxy-
gen species (ROS) in guinea pig alveolar macro-
phages.® in granulocytes from healthy patients,®!'”
and in human nequDph.iIs.m In addition. cAMP-ele-
vating agents attenuate the degradation of adenine
nucleotides during ischemia and restore adenosme
triphosphate [ATF) levels after reperfusion in livers
undergoing normothermic ischemia’' and in lwvers
from mon-heari-beating donors subjected to CIS.'?
Thus. the possibility that cAMP-elevating agents could
regulate the mechanisms potentially responsible for
the vulnerability of steatotic livers to TR-associated 1/
R injury, inchiding oxidative stress and high-energy
nucleotide depletion. should not be exchuded.

In this study, we compared the effects of pharmaco-
logical treatments thal modulate the action of cAMP in
steatotic liver TR with the effects of ischemic precondi-
tioning (PC). Despite intense research efforts, PC,
which is based on briefl pericds of [ /R before a subse-
quent period of sustained I/R. is the only surgical strat-
egy that has been successfully applied in patients with
steatotic livers undergoing warmm ischemia. Further
randomized clinical studies are necessary Lo determine
whether PC is appropriate for liver TR. Although the
mechanisms by which PC protects steatotic liver grafis
are unknown, liver protection depends on the genera-
tion of nitric oxide (NO).'® A previous study of isolated
livers undergoing CI5 indicated that PC protected sinu-
soidal endothelial cells against storage/repedfusion
injury through cAMP induction.'* Thus, the second
purpose of this study was to determine whether the
benefits of PC for hepatic 1/ R injury in steatotic liver TR
could be explained by changes in hepatic cAMP levels.
Only a full appraisal of the molecular basis of PC in
steatotic liver grafts will permit the design of new clini-
cal applications of PC as well as pharmacological sirat-
egies for simulating its effectiveness.

MATERIALS AND METHODS
Experimental Animals

This study was performed with homozvgous |[obese
{OB)] and heterozygous [lean (Ln)] Zucker rats (Iffa-
Credo, L'Abresle, France) that were 10 to 11 weeks
old"*!'% Steatosis in Zucker rats is not associated

with inflammation.'® The Ob rats showed moderate
macrovesicular and microvesicular fatty infiltration of
hepatocytes (40%-60% steatosis), whereas the Ln rats
showed no evidence of steatosis.'®'® All procedures
were performed under isoflurane inhalation anesthe-
sia. This study conformed to European Union regula-
tions for animal experimentation (European Economic
Community directive 86/609). The animals were ran-
domly distributed into groups as described later.

Experimental Design

The experimental treatments and the measurements
are listed in Table 1. Standard orthotopic liver TR in
Zucker rats was carried out according to the Kamada
cuff technique without hepatic artery reconstruction. '’
The conditions of this study (including the CIS, reper-
fusion, and PC times) were established on the basis of
the results of previous studies. % A cold ischemic pe-
rind of 6 h is long enough to induce liver damage after
transplantation in liver grafts and allow high survival
at 4 h after transplantation. [n addition. the PC period
in this study (5 minutes of ischemia followed by 10
minutes of reperfusion) is effective against hepatic I/R
injury in both liver types.'® Thus, these experimental
conditions were appropriate for evalhiating cAMP levels
in both liver types and their effecis on hepatic I/R
injury associated with TR. Survival studies were also
performed. The survival of receplors was monitored for
14 days as previously reported. 518

All the drugs were administered to the donor
rats. They incduded an adenylate cyclase inhibitor
[9- {tetrahydm-2-firanyl)-9H-purin-6-amine (SQ22536)], '#2°
an adenylate cyclase activator (forskolin),'®*! a cAl
analogue [dibutyryl cyclic adenosine 3.5-monophos-
phate (DBcAMP).%2%2! and an NO synthesis inhibitor
[MG)-nitro-L-arginine meihyl ester {L.-NAME])].**** The
doses and pretreatment times for the different drugs
[which are shown in Table 1) were selected on the ba-
sis of previous studies™?™?* and preliminary studies
from our group. Control experiments were performed
with the dmug vehicles. For biochemical tests. plasma
and liver samples were immediately frozen and were
kepl at —80"C until they were assayed. In addition,
liver samples were removed and fixed in 10% neutral
buffered formalin for light microscopy examinations
and in a 2.5% glutaraldehyde/2% paraformaldehyde
mixture in a phosphate buffer for electron microscopy
examinations. For the determination of liver vascular
permeability, Evans blue [20 mg/kg) was intrave-
nously injected 15 minutes before the end of the pro-
tocol. At the end of the protocol, the animals were ex-
sanguinated. Then. liver samples were removed for
vascular permeability analysis as described later.

Biochemical Tests
Aminotransferases and Hyaluronic Acid

Aminotransferases were measured with a commercial
kit from Sigma-Aldrich (St. Louis. MO). Hyaluronic
acid, which was used as an index of endothelial cell
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TABLE 1. Experimental Groups, Treatments, and Tests

Protoenl 1. Eveluation of cAMP Levels in Nansteatotie and Steatotie Liver Grafts

Group 1. Sham rats (n = 12! 6 Ln rats and 6 Ob rats) Transverse laparotomy amd silk gstures applied in the right

suprarenal vein, the diaphragmatic veln, and the hepatic arfery

Group 2. TR mats (12 TRs) Livers preserved in University of Wisconsin sohrtion and

subsequently transplanted

Ciroup 2.1, Grafts from Ob rats with & hours of CIS {6 TRs) Ln rat reciplenis

Group 2.2, Grafts from Ln rats with 6 hours of CIS [6 TRs] Ln rat reclplenis

Group 3. PC-TR rats {12 TRs} Same &s group 2 but with previous PC {5 minutes of &chemia

and 10 minutes of reperfission)

Giroup 3.1, Grafts from Ob rats with PC and & hours of CIS (G TRs) Ln rat recipients

Group 3.2, Grafts from Lo rats with PC and 6 hours of CIS (6 TRs) Ln rat recipienis

Tests

Groups 1-3 cAMP after 4 hours of reperfission

Protocaol 2. Evaluation of Hepatie Infury and Survival After the Modulation of cAMP
Protocol 2.1. Hepatic Injury

Group 4. TH-S022536 rats (6 TRs) Same as group 2. 1 but with SQ22536 treatment
Group 5. PC-TR-forskolin rats (6 THs| Same as group 3. | but with forskolin trestment
Group 6. TR-5022536-DEcAMP rats (6 TRs) Same as group 2.1 but with SQ22536 and DEcAMP treatment
Group 7. PC-TR-DBcAMP rais (6 TRs| Same as group 3.1 but with DEcAMP treatment

Tests
Groups 1, 2.1, 3.1, 4, 5,6, and 7 cAMP, aminotransferases, amd damage score after 4 hours of
reperfuston

Protocol 2.2, Survival

Groups 2.1, 3.1, 4. and 5 (10 TRs in each group) Mondtoring of the survival of receptors for 14 days
Protocol 3. Investigation of NO Invalvement in the Benefits of cAMP-Blocking Strategles
Group 8. TR-S022536-1-NAME rats (6 TRs] Same as group 2.1 but with SQ22536 and 1-NAME treatment
Group 9. PC-TR-1-NAME rats (6 THs) Same as group 3.1 but with 1-NAME treatment
Tests
Groups 1, 2.1, 3.1, 4, and 5 Nitrates, nitrifes, cNOS, and INOS after 4 hours of reperfusion
Groups: 1, 2.1, 3.1, 4. 5, 8, and O Aminoiransferases, damage score, hyaluronle acid, vascular

permeability, and edema after 4 hours of reperfusion

Protoeol 4. Evaluation of the Effects of cAMP-Blocking Strategles on Energy Metabollsm

Group 10, CIS rats: grafts from Ob rats with 6 hours of CIS fn = 6] Steatotic vers preserved in Undversity of Wisconsin solutlon
Group 11, PC-CIS rats: grafts from Ob rats with 6 howrs of CIS Same as group 10 but with previons PC
{n =6
Group 12, CIS-S022536 rats (n= 6] Same as group 10 bat with SQ22536 treatment
Group 13. PC-CIS-forskolin rats (n= 6] Same as group 11 g with forskolin treatment
Group 14, PC-CIS<-NAME rats {n= 6] Same as group 11 bt with 1-NAME treatment
Tesis
Groups 1, 2.1, 3.1, 4 5.8 and & ATP and adenine nucleotides after 1. 2, and 4 hours of
reperfusion
Giroaps 10-14 ATP, adenine mick otides, nucleosides, bases, cAMP, hexose

G-phosphates (ghacose &-phosphate and fructose 6-phosphate),
and lactate after 1, 3, and 6 kours of CIS

Protoeal 5. Evaluation of the Effects of cAMP-Blocking Strategies on Ceddative Stress

Tests
Groups 1,2.1, 3.1, 4, 5 8, and 9 MDA, nitrotyrosines, XDH/X0D, SOD, and GSH after 4 hours
of reperfusion
Dinog Administration Protoeal
Dimg Diose and Pretreatment Time
SQ22536 [adenylate cyclase mhibitor) A0 g kg mirapertoneally to the donor § minutes
before surgery
Forskoln (adenylaie cyclase activabor] 10k g/ kg mtraperitoneally to the donor 5 minntes
hefore surgery
DEcAMP [cAMP analoguc) 15 mg/kg Infravenously to the donor 5 minutes before surgery
1-NAME [NO synthesis mhibitor) 10 mg/ kg Inravenously to the donor 5 minutes before surgery

25 . " .
dama.ge was de_ls:nTuned with a mn:lmercta]_cornpel Nurlootides
itive protein-binding assay (Pharmacia & Upjohn AB,

Uppsala, Sweden) according (o the manufacturer's Frozen liver samples were placed in 10 volumes of
instructions. 3.6% perchloric acid and then were immediately
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homogenized. After homogenization, the tissues were
extracted for 30 minutes at 0.5°C and then were cen-
trifuged at 850g for 15 minutes.'® The supernatanis
were adjusted to the pH range of 6.0 to 6.5 and were
centrifuged at 14.000 rpm. Then., 50 pL of each su-
pernatant was injected into a Waters 717 Plus Auto-
sampler liquid chromatograph. Nucleotide profiles
were obtained with a Spherisorb reversed-phase octa-
decylsilane column (C,g. 5-pm particles, 15 = 0.4 cm,
Teknokroma., San Cugal, Spain) coupled to a 600
high-performance liguid chromatography system
[Waters, Milford, MA), which was equipped with a
Waters 996 photodiode amray detector. The absorb-
ance was monitored at 254 nm. Nucleotide separation
was allowed to proceed in an isocratic fashion with
100 mmol/L ammonium phosphate (pH 5.5) umntil
ATP. adenosine diphosphate [(ADFP). hypoxanthine,
xanthine, and adenosine monophosphate (AMP) were
separated. At this point. a water/methanol mixture
[96/4) was introduced info the column, and inosine
was eluted. Another water/methanol mixture (60/40)
was then introduced for the elution of adenosine. Cal-
ibration chromatograms for the standards (ATP, ADP,
AMP. adenosine, inosine. hypoxanthine. and xan-
thine) were generated by injections of 50-pL mixtures
of known concentrations. The profiles were processed
with a Millenium®™ system.'®** Under these experi-
mental conditions, the retention times were 4.02
minutes for ATP, 4.74 minutes for ADP, 6.49 minutes
for hypoxanthine, 7.83 mimuies for xanthine, 9.18
minuies for AMP, 16.80 minutes for inosine. 21.40
minutes for mnicotinamide adenine dinucleotide
(NADY), and 22. 18 minutes for adenosine.

cAMP

cAMP was exiracted and quantified radiommunologi-
cally with the cAMP 7H assay system [GE Healtheare,
Lid.. Buckinghamshire, Uniied Kingdom) according to
the manufacturer's protocol.'?

Hexose 6-Phosphates and Lactate

Hexose 6-phosphates [glucose 6-phosphate and fruc-
tose G-phosphate) were extracted in 10 volumes of 6%
perchloric acid. The extracts were neutralized and
then cenirifuged at 5000g for 10 minutes. These
metabolites were assayed Muorometrically with glu-
cose G-phosphate dehydrogenase and phosphoghicose
isomerase according to the Lang-Michal method.'®
Lactate was extracted with water/acetone [(1/1.2 vol/
vol). The lactate content was measured with a com-
mercial kit (Roche Applied Science, Indianapaolis,
IN]_JQ,E-S

NO Production, Lipid Peroxidation, and
Nitrotyrosines

NO production was determined by the tissue accumu-
lation of nitrites and nitrates, *®2927 Lipid permddation
was determined via measurements of the formation of

malondialdehyde (MDA) with the thiobarbiturate reac-
tion. *2# Nitrotyrosine levels, which were used as an
index of peroxynitrite [ONOQ ). were measured with a
commercial kit from TCS Biologicals (Bucks, United
Kingdom),'2?

Xanthine Dehydrogenase (XDH) and Xanthine
Oxirdase (XOD) Activity

The activity of XDH and XOD was measured spectro-
photometrically al 292 nmm on the basis of uric acid
formation in the presence and absence of NAD',
respectively. Xanthine was used as a substrate. ™

Glutathione (GSH) and Superoxide Dismutase
(SOD) Activity

After precipitation, the amount of hepatic GSH was
measured with GSH transferase and 1-chloro-2.4-
dinitrobenzene.”® The hepatic activity of SOD was
assayed via the determination of the enzyme's
capacity for inhibiting the superoxide anion-mediated
reduction of nitroblue tetrazolium into formazan.®®

Liver Permeability and Edema

Liver permeability was estimated with the Evans blue
method. The liver samples were added to 10 volumes
of deionized formamide and were incubated at mom
temperature for 24 hours. The Evans blue that was
extracted from the tissue was quantified by spectro-
photometric analysis, and the values were compared
to those of standards of known concentrations %39
For the edema evaluation, the samples were weighed
and then placed in an oven at 55°C until a constant
weight was obtained. In this test, hepatic edema was
determined by an increase in the wet-to-dry weight
ratip, 2830

Western Blot Analysis of NO Synthase

Liver fissue was homogenized as previously
described,'*! and proteins were separated by so-
dium dodecyl sulfale-polyacrylamide gel electrophore-
sis and transferred to polyvinylidene fluoride mem-
branes. The membranes were immunoblotied with an
antibody to constitutive nitric oxide synthase [cNOS:
1:500) and an antibody to inducible nitric adde syn-
thase [INOS; 1:1000; BD Transduction Laboratories,
Lexington, KY). Signals were detected with enhanced
chemiluminescence and were gquantified with scan-
ning densitometry. All signals were normalized to the
corresponding Poncean s

Light/Electron Microscopy

For light microscopy examinations, liver samples were
fixed in 10% neutral buffered formalin and were embed-
ded in Paraplast. and 5-pm sections were obtained and
stamed with hema toxylin and eosin accading to stand-
ard procedures. For the appraisal of the severity of he-
patic injury, hematoxylin and eosin-stained sections
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were evaluated by a paint-counting method on an ordi-
nal scale: (0] minimal or no evidence of injury; (1) mild
injury consisting of cytoplasmic vacuolation and focal
nuclear pyknosis: (2) moderate 10 severe injury with
extensive muclear pyknosis, cvtoplasmic hypereosino-
philia. and loss of intercellular borders: and (3) severe
necrosis with disintegration of hepatic cords, hemor-
rhaging, and neutrophil infiltration. '¥2* For electron mi-
crascopy. the fixation of hepatic tissue was performed
with a 2.5% ghitaraldehyde /2% paraformaldehyde mix-
ture in a phosphate buffer (pH 7.4). After they were
rinsed in the phosphate buffer, the specimens were post-
fixed with osmium tetroxide and potassium fermocya-
nide, dehydrated in acetone, and embedded in Spurr.
Ultrathin sections were obtained with an Ultracut-E
ultramicrotome, and they were contrasted with uranyl
acetate and lead citrate. The stained sections were
reviewed with a Hitachi H-600-AB electrun micro-
scupe.m Liver steatosis was evahuated by red oil staining
on frozen specimens according to standard procedures.

Immunohistochemical Location of
Nitrotyrosine

Immunchistochemical staining for nitrotyrosine was
performed with the Vectastain Universal Quick kil
[Vector Lab, Burlingame, CA) and with polyclonal rab-
bit antisera [1:200 dilution) against nitrotyrosine
(Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY].'*%2 To
guantify the degree of nitrotyrosine staining, we used
the following grading system: () minimal or no stain-
ing, (1) mild staining, (2) moderate staining, and (3)
strong staining '?

Statistics

Data are expressed as means and standard errors, and
they were compared statistically with a 1-way analysis
of variance and then a post hoc Student-Newman-
Keuls test. P < 0.05 was considered significant Sur-
vival was estimated with the Kaplan-Meier method and
was compared with a log-rank test. Differences in val-
ues were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Evaluation of the cAMP Levels in Nonsteatotic
and Steatotic Liver Grafts

We evaluated whether the benefits of PC for hepatic
injury in both types of liver grafts, which have been
previously reported.'” could be mediated by changes
in cAMP. As shown in Supporting Fig. 1, the cAMP
levels in the nonsteatotic liver grafis of the TR and
PC-TR groups were similar to the levels found in the
nonsteatotic liver grafis of the sham group. The cAMP
levels in the steatotic liver grafis of the TR group were
higher than the levels in the steatotic liver grafis of
the sham group. The cAMP levels were reduced in the
steatotic liver grafis of the PC-TR group versus the TR

group [(Supporting Fig. 1).

Evaluation of Hepatic Injury and Survival After
the Modulation of cAMP

Nonsteatotic liver grafis were not protected against
hepatic injury in the TR-SQ22536 group. Indeed, the
aminotransferase levels and damage scores for the
nonsteatotic iver grafis of the TR-SQ22536 group
were similar to those for the TR group (aspartate ammi-
notransferase levels, 2250 = 262 and 2069 = 332
IU/L for the TR-SQ22536 and TR groups, respec-
tively: alanine aminotransferase levels, 1630 = 138
and 1590 = 210 IU/L. respectively; damage scores,
1.80 + 0.30 and 1.80 * 0.20, respectivelyl. With
respect to hepatic injury, we evaluated the relevance
of the changes in cAMP levels observed in trans-
planted steatotic liver grafts. For this, we modified the
cAMP levels in steatotic liver grafts through the inhibi-
ton or activation of adenylate cyclase, and the effects
on hepatic injury were evaluated. In the TR-SQ22536
group, the cAMP (Supporting Fig. 24) and amino-
transferase levels (Supporting Fig. 2B.C) were reduced
in comparison with the levels in the TR group. The
administration of an adenylate cyclase activator in the
PC-TR group (PC-TR-forskolin group) abolished the
benefits of PC-TR and resulted in cAMP and amino-
transferase levels similar to Lthose obtained for the TR
group [Supporting Fig. 2A-C). 522536 is an adenyl-
ate cyclase inhibitor, and forskolin is an adenvlate cy-
clase activator. These agents induce changes in cAMP
levels bg' modifying the activity of adenylate cy-
clase.'®*! To confinm that the effects of these agents
on hepatic injury are caused by changes induced in
cAMP. we used DBcAMP. which is a cAMP analogue.
Exogenous DBeAMP increases the endogenous levels
of cAMP.*33* This increase appears to be due to the
deacylation of intracellular DBcAMP into N -monobu-
tyryl cAMP. N°-Monobutyryl cAMP inhibits cAMP
phosphodiesterase, and this resulls in ncreased in-
tracellular levels of cAMP.**?* The administration of
DBeAMP in the TR-S0Q 22536 group (the TR-SQ22536-
DBecAMP group) resulted in cAMP levels and parame-
ters of hepatic injury similar to those of the TR group
[Supporting Fig. 2A-C). Similary, the adminisiration
of DBcAMP in the other PC-TR group (the PC-TR-
DBcAMP group) resulied in cAMP levels and parame-
ters of hepatic injury similar to those observed in the
PC-TR-forskolin and TR groups (Supporting Fig. 2A-
C). The damage scare (Supporting Fig. 2D) showed a
pattern similar to that deseribed for amnotransfer-
ases (Supporting Fig. 2B.C). The histological findings
revealed that the steatotic livers in the TR group had
severe, extensive, and confluent areas of coagulative
necrosis with neutrophil infiltration (Fig. 1A); these
areas were reduced in mumber and extent in the TR-
5022536 group (Fig. 1B). The hepatic lesions in the
steatotic liver grafis of the PC-TR (Fig. 1C) and PC-TR-
forskolin groups (Fig. 1D) were comparable to those
observed in the TR-5022536 and TR groups,
respectively.

The effects of cAMP-blocking strategies on the sur-
vival of recipients undergoing steatotic liver TR were
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also evaluated. The recipients undergoing TR with
steatotic grafis without any treatment (the TR group)
had a survival rate of 30% (3/10) at 14 days: most of
the deaths occourred within 2 days (Supporting Fig. 3).
The treatment with the adenylate cwelase inhibitor
(the TR-SQ22536 group) and the induction of PC (the
PC-TR group) reduced the lethality rate for recipients
undergoing TR with steatotic grafts, and they resulted
in a 70% survival rate (7/10) alL 14 days (Supporting
Fig. 3). The recipients undergoing TR with stealotic
grafts that previously had been treated with PC and
an adenylate cyclase activator (the PC-TR-forskolin
group) had a 30% survival mate (3/10) at 14 days.

Investigation of NO Involvement in the Benefits
of cAMP-Blocking Strategies

In steatotic liver grafts, NO production (reflected in
the wvalues of tissue mnitrites and nitrates) was
increased for the TR group versus the sham group.
The nitrite and nitrate levels of the TR-SQ22536 and
PC-TR groups [with reduced cAMP levels) were higher
than those of the TR group (Supporting Fig. 4A). In
the PC-TR-forskolin group (with increased cAMP lev-
elg). the nitrite and nitrate levels were similar to those
of the TR group. The cNOS protein levels (Supporting
Fig. 4B) showed a pattern similar to that described for
nitrites and nitrates. The newly synthesized NO origi-
nated from cNOS because western blots did not reveal
iNOS changes in any of the study groups (Supporting
Fig. 4B). We then evaluated the relevance of NO to the
benefits of cAMP-blocking strategies (adenylate cy-
clase inhibitors and PC induction) for hepatic injury
in steatotic liver grafts. The inhibition of NO synthesis
in the TR-5Q22536 and PC-TR gmoups (the TR-
5022536-.-NAME  and PC-TR-.-NAME  groups)
resulied in hepatic injury parameters (Supporting Fig.
5A-C) similar to those of the TR groups and thus elim-
inated the benefits of cAMP-blocking strategies. The
inhibition of NO synthesis by L-NAME was confirmed
by the nitrate and nitrate levels. Thus, the nitrate and
nitrite valies for the TR-SQ22536-.-NAME and PC-
TR-.-NAME groups were significantly lower than those
for the TR-50Q22536 and PC-TR groups, respectively
(1625 + 3.01, 17.16 + 2.32, 5353 + 5863, and
56.03 = 2.35 nmol/mg protein for the TR-SQ22536-1-
NAME, PC-TR-L.-NAME. TR-SQ22538. and PC-TR
groups, respectively). According to our results, these
strategies that inhibit cAMP levels [adenylate cyclase
inhibitors and PC) reduce endothelial cell damage and
microvascular diseases in fransplanted steatotic liv-
ers. Indeed, the levels of hyaluronic acid, vascular
permeahility, and edema of the TR-5Q22536 and PC-
TR groups were reduced in comparison with those of
the TR group (Supporting Fig. 5D-F). Conversely, the
administration of an adenylate cyclase activator in the
PC-TR group (the PC-TRAorskolin group) resulted in
levels of hyaluronic acid. vascular permeability, and
edema similar to those of the TR group. The benefits
of cAMP-blocking strategies for endothelial cell dam-
age and microvascular diseases could be mediated by

Figum: 1. Represemtative photographs of histological changes
after 4 hours of meperfusion in sieatotic bver grafts: (A}
wridhe

spread  coagulative  hepatic necrosis  with  neotrophil
infiliration was found in the TR group. (B) a small amrca of
coagulative hepatic necrosis with neutrophil infiltration was
found in the TR-SQ22536 group, and [C) hepatic lesions similar
to those in the TR-5Q22536 gmup were found in the PC-TR
group. (D) In the PC-TR-forskolin group, hepatic lesions similar
to those in the TR group were found. (E) Sham Ob mts and (F)
sham Ln rats showed normal hepatic parenchyma [hematmoylin
and cosin staining, bar = 50 pm}.

NO. In fact the levels of hyaluronic acid, vascular
permeability. and edema of the TR-5Q22536-1.-NAME
and PC-TR-L.-NAME groups were similar to those of
the TR group (Supporting Fig. 5D-F). Electron micros-
copy analysis revealed the following in the steatotic
liver graftis of the TR (Fig 2A.B). TR-SQ22536-1-
NAME. and PC-TR-forskolin groups: cytoplasmic
degeneration, a loss of endothelial integrity indicated
by the extravasation of red blood cells, and a reduc-
tion and/or complete absence of microvili projected
into the space of Disse. In contrast, hepatocytes and
sinusoidal lining cells were more preserved in the TR-
5022536 (Fig. 2C) and PC-TR groups. For instance,
Fig. 2D shows the presence of hepatocyte microvilli
projected into the space of Disse in the TR-SQ22536
group.

Evaluation of the Effects of cAMP-Blocking
Strategies on Energy Metabolism

As expected, after 4 hours of reperfusion. significantly
lower levels of ATP and adenine nucleotides were
observed in the steatotic liver grafts of the TR group
versus the sham group (Supporiing Fig. 6A.B). cAMP
does not seem to be crucial in restoring the ATP and



Resultados

124

LIVER TRANSFLANTATION. Vol 17, No. 9, 2011

JIMENEZ-CASTRO ET AL. 1105

Figure 2. Electron microscopy fmages of steatotic liver gralts
afier 4 hours of reperfusion. The TR group was characterized by
[A) the cytoplasmic degeneration and extravasation of blood cells
and (B} the reduction andfor absenee of microvili  and
sinusoldal ining cells. The TR-SQ22536 group showed [C) more
preserved  hepatocytes and sinuscidal lining cells and (D) the
presence of microvilli projected into the space of Disse.

adenine nucleotide pool for steatotic liver grafis dur-
ing reperfusion. Indeed, after 4 hours of reperfusion.
the ATP and adenine nucleotide levels in all the stud-
ied groups (the TR-5Q22536, PC-TR, PC-TR-forskolin,
TR-5Q22536-.-NAME. and PC-TR-.-NAME groups)
were similar to those obtained for the TR group (Sup-
porting Fig. 6). In addition. the pattern of ATP and ad-
enine nucleotides found in all the groups at early time
poinis (1 and 2 hours after reperfusion) was compara-
ble to the pattern observed 4 hours after reperfusion
[Supporting Fig. 6). We also evaluated the adenine nu-
cleotides and hepatic glycolytic metabolites during
CIS. Supporting Fig. 7 shows the levels of ATP, ade-
nine nucleotides [(ATP, ADP, and AMP), adenine
nucleosides. and bases after 1. 3, and 6 hours of CIS.
In the CIS group. the ATP and adenine nucleotide
levels decreased as a function of the length of the
evaluated CIS period (1. 3. or 6 hours). This was asso-
ciated with increased levels of adenine mucleosides
and bases. However, the blockade of cAMP (the CIS-
S0Q22536 and PC-CIS groups) slowed the decrease in
the levels of ATP and adenine nucleotides and the
accumulation of nucleosides and bases (Supporting
Fig. 7). In the PC-CIS-forskolin group, the effects of
PC-CIS on ATP. adenine nucleotides, adenine nucleo-
sides, and bases were abolished. We also evaluated
whether the benefits of cAMP-blocking strategies for
ATP could be mediated by NO, but this was not the
case. Indeed. in the CIS-SQ22536-.-NAME and PC-
CIS-L-NAME groups. the hepatic levels of ATP, ade-
nine nucleotides, adenine nucleosides, and bases
were similar to the levels of the CIS-3Q22536 and PC-
CIS groups., respectively (Supporting Fig. 7). The
effects of cAMP on glycolytic intermediates (ghicose 6-
phosphate and fructose 6-phosphate) and lactate pro-

duction were also evaluated afier 1, 3, and 6 hours of
CIS. The differences in the cAMP levels during CIS
(Supporting Fig. 8A) were reflected in the changes in
the accurmmilation of hexpse 6-phosphates [Supporting
Fig. 8B.C) and lactate (Supporting Fig. 8D]. Thus. the
cAMP. hexose 6-phosphate, and lactate levels were
increased in the CIS groups versus the sham group.
The accumulation of hexose &-phosphates and lactate
was reduced in the CIS-SQ22536 and PC-CIS groups
(with reduced cAMP levels) versus the TR group. In
the PC-CIS-forskolin group (with increased cAMP lev-
els), the effects of PC-CIS were abolished, and this
resulted in hexose 6-phosphate and lactate levels sim-
ilar to those of the CIS group (Supporting Fig. 8).
Thus. cAMP-blocking strategies limited the accumula-
tion of hexose 6-phosphates and lactate in steatotic
liver grafis during C15. This effect on glycolvtic metab-
olites seems to be independent of NO. Indeed, the
CIS-5022536-.-NAME and PC-CIS-.-NAME groups
had hepatic levels of hexose 6-phosphates and laciate
similar to those of the CIS-SQ22536 and PC-CIS
groups, respectively (Supporling Fig. 8). According to
our results, cAMP levels increased in steatotic liver
throughout the CIS period (Supporting Fig. 8A) and
decreased during reperfusion (Supporting Fig. 2A).
Thus, the cAMP levels in steatotic livers were 4.12+
022 nmol/g of wet weight after 6 hours of CIS and
2.83 nmol /g * 0.15 wel weight after 4 hours of reper-
fusion. These values agree with previous reports indi-
cating that ischemia is responsible for inducing
increases in cAMP levels,'®3%% Indeed, the cAMP lev-
els after TR with fatty liver grafis without 6 hours of
ischemia (0.62 = 0.09 nmol/g of wet weight] were
similar to those of the sham group (0.59. = 0.05
nmol /g of wet weight).

Evaluation of the Effects of cAMP-Blocking
Strategies on Oxidative Stress

ONOO™ is formed when high levels of both NO and
ROS are produced.®7%® This agrees with our results
because higher NO levels (Supporting Fig. 4). greater
lipid peroxidation, and higher nitrotyrosine levels
(Supporting Fig. 9) were observed in the steatotic liver
grafts of the TR group versus the sham group. The
cAMP levels were reduced in the steatotic liver grafis
of the TR-50223536 and PC-TR groups versus the TR
group (Supporting Fig. 24A). This was associated with
increased nittite and nitrite levels (Supporiing Fig. 4)
and reduced levels of MDA, nitrotyrosine, and hepatic
injury [Supporting Fig. 9). However., the adminisira-
tion of a cAMP-elevating agent [forskolin) to precondi-
tioned steatotic livers (the PC-TR-forskolin group)
abolished the benefits of PC-TR and resulted in ni-
trate, nitrite, MDA, and nitrotyrosine levels similar to
those found in the TR group (Supporting Figs. 4A and
9). The results of immunohistochemical studies of
nitrotyrosine (Fig. 3 and Supporting Fig. 9C) were
consistent with those obtained by biochemical meth-
ods (Supporting Fig. 9B). The immunohistochemical
analysis revealed positive staining in the steatotic liver
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grafts of the TR group (Fig. 3B).The nitrotyrosine
staining was reduced in the steatotic liver grafis of the
TR-5Q22536 (Fig 3C) and PC-TR groups (Fig. 3D)
versus the TR group. The nitrotyrosine staining in the
PC-TR-forskolin group (Fig. 3E) was similar to the
staining in the TR group. Our results indicate that
changes in cAMP levels were reflecied in changes in
NO. nitrotyrosine. and MDA levels. NO synthesis inhi-
bition In the TR-50Q22536 and PC-TR groups (the TR-
5Q22536-L-NAME and PC-TR-.-NAME  groups)
resulted in oxidative stress parameters MDA and
nitrotyrosine levels) similar to those of the TR groups
(Supporting Fig. 9). This suggests that if NO is inhib-
ited, cAMP-blocking strategies do not protect against
oxidative stress. Thus, cAMP inhibition by adenylate
cyclase inhibitors or PC induction increases NO levels,
and this in turn reduces oxidative stress in sleatotic
liver grafts. To explain the way in which NO reduces
oxidative siress, we evaluated the ROS-generating
system [MDH/XO0D) and the antioxidant system
(SOD/GSH) in steatotic liver TR, No changes in overall
XDH/XOD activity were observed in steatotic liver
grafts versus the sham group. However, the level of
XOD (the oxygen radical-producing form) reached
approximately 90% of the total activity level in stea-
totic liver grafis from the TR group (Supporiing Fig.
104). The XOD level was reduced in the TR-5Q22536
and PC-TR groups versus the TR group. The PC-TR-
forskolin group had XOD levels similar to those of the
TR group. According to our results, cAMP blockers.
which are mediated by NO. reduce the conversion of
XDH o XOD. Indeed. the XOD values for the TR-
S5022536-L-NAME and PC-TR-.-NAME groups were
similar to those for the TR group: thus, the effects of
cAMP-blocking sirategies on X0OD were abolished. The
SOD and GSH levels were reduced in the steatotic
liver grafis of the TR group versus the sham group
(Supporting Fig. 10B.C). Changes in the cAMP or NO
levels affected the GSH levels but not the S0D levels.
Indeed, the SOD levels of all studied groups (the TR-
5Q22536. PC-TR, PC-TR-furskolin, TR-5Q22536-1-
NAME, and PC-TR-.-NAME groups) were similar to
those of the TR group (Supporting Fig. 10B). The GSH
levels were higher in the TR-S5Q22536 and PC-TR
groups versus the TR group, whereas the adminisira-
tion of an adenylate cyclase inhibitor (the PC-TR-for-
skolin group) abolished the effects of PC-TR and
resulted in GSH levels similar to those of the TR group
(Supporting Fig. 10C). According to our results, GSH
preservation that is induced by cAMP-blocking strat-
egies may depend on NO. Indeed, NO imhibition (the
TR-5022536-.-NAME and PC-TR-.L-NAME groups)
resulted in GSH levels similar to those of the TR group
[Supporting Fig. 10C).

DISCUSSION

Many studies of nonsteatotic livers removed from
nun——hearbbﬂti.lég donors and subjected to warm is-
chemia or CIS*® and perfused, isolated livers” have
described cAMP-elevating agenis as promising protec-

Figure 3.  Immmunohistochemical detoction of nitrotyrosines after
4 hours of reperfusion in steatotic lver grafts: (4] no staining in
the sham group, (B} modemic staining n the TR group, [C)

slight staining in the TR-SQ22536 group, (D) slight staining n
the PC-TH group, and (E} moderate staining in the PC-TR-
forskolin group.

tive strategies for the treatment of hepatic /R injury.
However, our results indicate that cAMP does not play
a crudial role in I/R injury in nonsteatotic liver grafis.
This type of liver had cAMP levels similar to those of
the sham group, and pharmacological strategies that
regulate cAMP levels did not provide protection
against hepatic injury. Moreover, PC protected non-
steatotic liver grafts agamst damage,'® but according
to the results of the current study, its benefits were
nol associaled with changes in cAMP levels: this
indicates a minor role for cAMP in this situation. The
utility of strategies aimed al regulating cAMP in the
setting of steatotic liver TR was not previously deter-
mined. Here we report evidence of the injurious effects
of cAMP on steatotic liver grafts and suggest the clini-
cal potential of cAMP-blocking-based drugs in stea-
totic liver TR: this potential is specific to this type of
liver. This is also supported by our results indicating
that cAMP inhibition seems to be involved in the ben-
efits of PC in steatotic liver TR. There are considerable
differences between the experimental models eval-
uated by others*” and the model used in this study;
among other things. these differences include the use
of ex situ or in vivo models of liver TR, the evaluated
CIS times, the presence or absence of steatosis. and
the induction or lack of induction of cardiac arrest.
Thus, cAMP shows differential effects on hepatic
injury that depend on the surgical conditions. It is
well known that multiple cAMP-mediated pathways
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exist!; the 2 intracellular cAMP receptors (protein ki-
nase A and exchange protein activated by cAMP) may
mediate opposing effects of cAMP on protein kinase
B.'™*" and the net outcome of cAMP signaling is de-
pendent on the dynamic abundance and distribution
of intracellular exchange pmotein activated by cAMP
and protein kinase A.% All this could at least partially
explain the divergent mles of cAMP in hepatic 1/R.

We evaluated the ways in which a reduction in
cAMP levels induced by an adenylate cyclase inhibitor
or PC protects steatotic livers against hepatic 1/R
imjury associated with TR. It is well known that ATP
degradation during ischemia leads to an acceleration
of glycolysis. Although glycolysis is essential for cell
survival. it may also be detrimental because of the
accumulation of glycolytic products such as lactate,'®
In the liver, the increase in cAMP levels due to ische-
mia triggers the activation of glycolysis. This causes
the accumulation of hexose 6-phosphates, which pro-
ceed down the glycolytic pathway to form lac-
tate.'®* 4! Metaholic and functional tolerance of is-
chemia can be obtained by interventions that reduce
the lpss of critical metabolites such as ATP and limit
anaerohic glycolysis and the consequent production of
lactate.'®*? We evaluated the effects of sirategies
blocking cAMP (adenylate cyclase inhibitors and PC
induction) on energy metabolism throughout the CIS
period. This blockade of cAMP by a mechanism that is
independent of NO preserved more of the ATP and ad-
enine nucleotide pool throughout CIS. This ATP pres-
ervation does not seem to be related to ATP produc-
tion via anaerobic glycolysis because there is a close
inverse relationship between ATP and giveolytic activ-
ity (as estimated by the accumulation of hexose 6-
phosphates and the production of lactate). Conse-
quently, ATP preservation induced by adenylate cy-
clase nhibitors or PC throughout C1S may result from
decreased ATP utilization. This could also explain the
slower degradation of ATP in the liver that is induced
by these strategies.

In the context of hepatic I/R. NO is an important
protective molecule because of its vasodilator, antiox-
dant, and antineutrophil actions.*® %% In addition,
NO is one of the most promising candidates for medi-
ating PC. '3 282848 Hogever, NO is detrimental if it
combines with ROS to form ONOO . 475" This may
have occuwrred in the steatotic liver grafis of the TR
group because all these factors (high NO levels, high
ROS levels, and the presence of ONOQO™) were
observed. The oxidative and cylotoxic effects of
ONOO™ are well documented.™ ** ONOO™ leads to
the depletion of cellular antioxidant defenses, the
inactivation of enzymes, and the nitration of tyvrosine
residues in proteins, which may adversely affect their
function and affect signal transduction processes,™!
Different results in cultured cells have been reported
for the effects of cAMP on NOS*'® and ROS®8.1055;
these results have depended on the cell type and the
experimental conditions. Moreover. it is not vet clear
that the actions of cAMP on NO and ROS in vitro can
be extrapolated to conditons in vivo. In our hands,

pharmacological and surgical blockers of cAMP (ade-
nylate cyclase inhibitors and PC induction) increased
NO levels and reduced ROS levels in steatotic liver
grafts in comparison with the levels of the TR group.
Under these conditions, reduced nitmotyrosine levels
were obhserved. Despite the high NO levels. the ROS
levels observed after adenvlate cyclase inhibition or
PC induction (which were at sham levels) might have
been insufficient for combination with NO and the for-
mation of ONOQO~. These hypotheses about the rela-
tionship of NO and ROS are based on the facl that
ONOO™ forms when high levels of both NO and ROS
are produced.® ™ Given all these data and the
results indicating that the benefits of cAMP-blocking
strategies for oxidative stress and hepatic injury were
abolished when NO was inhibited, we suggest that NO
generation is a possible mechanism for the protection
of cAMP-blocking strategies agamst oxidative stress in
steatotic liver TR. The effects of NO on the ROS-gener-
ating system (XDH/XOD) and the antoxidanl system
[GS5H) could explain how NO reduces oxidative stress
in steatotic liver grafis. Indeed, low levels of antiox-
dant systems and high ROS production from the xan-
thine /XOD system have been observed in steatotic liv-
ers undergoing TR. XOD plays a crucial role in
hepatic 1/R injury when a significant conversion of
XDH to XOD oceurs (80%-90%).**%® This occurred in
our study because the percentage of XOD in steatotic
livers undergoing TR was 90%. In the same experi-
mental model of liver TR described here, the inhibition
of XOD with allopurinol prevented the production of
ROS and effectively protected steatotic hver grafis
against damage'®; this indicates the involvement of
XOD in hepatic damage in steatotic liver TR Thus,
any mechanism able to modulate the conversion of
XDH to XOD or the amount of the requisite substrate
for XOD [xanthine and hypoxanthine) could protect
steatotic livers againsi damage. It is well known that
high levels of either hypoxanthine or xanthine are
markers of low survival rates for those undergoing
liver TR.5"59 The results of this study indicate that
pharmacological and surgical blockers of cAMP (ade-
nylate cyclase inhibitors and PC induction) increase
the levels of NO, which in tum reduces the percentage
of XOD. Also, this blockade of cAMP, which is inde-
pendent of NO. reduces the accumulation of a sub-
sirate for XOD. The preservation of GSH by NO might
also contribute o the attenuation of the damaging
effects of ROS on steatotic liver TR

According to our results, these simategies that in-
hibit cAMP (adenyvlate cyclase imhibitors and PC),
which is mediated by NO, protect against endothelial
cell damage and microvascular disorders in steatotic
liver TR because they reduce the levels of hyaluronic
acid, microvascular permeability, and edema. Micro-
vascular dyshmetion is known to be a very important
event in I/R injury. An eary sign of microvascular
dyshmetion is increased microvascular permeability
to macromolecules. This increase in permeability
allows the extravasation of proteins into the intersti-
tium and accounts for the formation of edema. %05
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Figure 4. Schematic representation of the proposed mechanism by which cAMP-blocking strategies protect against Ibver injury during

stealotic liver TR

Together, the results of this stdy indicate thal in
liver TR. strategies based on cAMP blocking might be
useful only in the presence of steatosis. In nonsteatotic
liver grafis. pharmacological strategies blocking cAMP
(5022536) did nol protect against damage. and cAMP
is not involved in the underlying protective mechanism
of PC (Fig. 4). This study allows us to explain how
cAMP-blockding sirategies (the pharmacological cAMP
inhibitor 3022536 and PC induction) protect against
injury in steatotic liver TR. These strategies slow ATP
degradation and limit lactate accumulation. and they
probably allow cells to survive under adverse condi-
tions. Also, these cAMP blockers generate NO during
steatotic liver TR. NO reduces XOD activity, preserves
antioxidant systems such as GSH. and protects against
endothelial cell damage and microvascular disorders in
steatotic liver TR (Fig. 4). All of these could protect
against damage in steatotic liver TR. With respect to
clinical applications, our resulis support approaches
aimed at blocking cAMP during steatotic liver TR.
These approaches could melude improvements in the
initial conditions of donor livers with low levels of stea-
tosis that are available for TR but have high rates of ni-
tial poor graft imcton or primary nonfunction. Such
strategies could also increase the use of donor livers
with severe steatosis. which are presently discarded
because they are unsuitable for TR. Further studies are
needed to confirm the feasibility of these cAMP-reduc-
ing strategies, especially in unstable donors who al-
ready experience donor stress secondary to hypoten-
sion and pressors.
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Supporting Information Figure 1. Cyclic AMP (cAMP) levels were determined 4 h after
reperfusion in steatotic and non-steatotic liver grafts. TR: transplantation, PC+TR: TR with
previous ischemic preconditioning. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR
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Figura Suplementaria 2.

A) 4| I Steatotic iver graft
éa_ _ L
% 24

5§ F &5
P
&

PC+TR+DBcAMP

B)
A
b
C) "
AT
D) - L &
S48 . .
g
3

TR
TR+5022536
PC+TR
PC+TR +forskofin
TR+502636+
DBcAMP

PC+TR+DBcAMP

Supporting Information Figure 2. Cyclic AMP (cAMP) (A), transaminase (B and C) and damage
score (D) levels were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. AST: aspartate
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aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated
with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR:
TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenyclate
cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+DBcAMP: TR treated with SQ22536 and cAMP
analog, dibutyryl cAMP (DBcAMP); PC+TR+DBcAMP: PC+TR treated with DBcAMP. *P <
0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P < 0.05 versus TR+SQ22536; and °P < 0.05 versus
PC+TR

Figura Suplementaria 3.
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Supporting Information Figure 3. Survival of recipients transplanted with steatotic liver grafts at 14
days after transplantation. Recipients transplanted with steatotic liver grafts without treatment (TR
group, 0O), recipients transplanted with steatotic liver grafts treated with adenylate cyclase inhibitor
(TR+SQ22536 group, *), recipients transplanted with steatotic liver grafts with previous ischemic
preconditioning (PC+TR group, ©), recipients transplanted with steatotic liver grafts with previous
ischemic preconditioning and administration of adenylate cyclase activator (PC+TR-+forskolin
group, v). TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-
hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic
preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin).
Survival curves were calculated using Kaplan-Meier's method. 14-day survival rate: TR+SQ22536
group versus TR group (P < 0,05); TR+SQ22536 group versus PC+TR group (P=NS); PC+TR
group versus TR group (P < 0,05); PC+TR+forskolin group versus PC+TR group (P < 0,05);
PC+TR-+forskolin group versus TR group (P=NS).
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Figura Suplementaria 4.
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Supporting Information Figure 4. A) Nitrates and nitrites and B) Representative Western blot of
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and constitutive nitric oxide synthase (cNOS) at the top (a:
Sham; b: TR; c: TR+SQ22536; d: PC+TR; e: PC+TR+forskolin) and densitometric analysis of
cNOS at the bottom were analysed 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. TR:
transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-
furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning;
PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin). Mouse
macrophages stimulated with interferon gamma/lipopolysaccharide and human endothelial cell
lysate were used as positive controls (C+) for iNOS and cNOS, respectively. *P < 0.05 versus
Sham, +P < 0.05 versus TR, °P < 0.05 versus PC+TR.
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Figura Suplementaria 5.
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Supporting Information Figure 5. Transaminases (A, B), damage score (C), hyaluronic acid (D),
vascular permeability (E) and edema (F) were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver
grafts. AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; TR: transplantation,
TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6
amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin:
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PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated
with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME);
PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P
< 0.05 versus TR+SQ22536; and °P < 0.05 versus PC+TR.

Figura Suplementaria 6.
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Supporting Information Figure 6. ATP (A) and adenine nucleotides (ATP+ADP+AMP) (B) were
determined in steatotic liver grafts after 1 h, 2 h and 4 h of reperfusion (bars labeled as 1, 2 and 4,
respectively). TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor,9-
(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic
preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin);
TR+SQ22536+NAME: TR treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-
Arginine methylester (L-NAME); PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05
versus Sham.
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Figura Suplementaria 7.
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Supporting Information Figure 7. ATP (A), adenine nucleotides (B), nucleosides (C) and bases
(hypoxanthine and xanthine) (D) were determined in steatotic liver grafts after 1 h, 3 h and 6 h of
cold ischemia (bars labeled as 1, 3 and 6, respectively). ISQ: cold ischemia; ISQ+SQ22536: I1SQ
treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536);
PC+ISQ: cold ischemia with previous ischemic preconditioning; PC+ISQ+forskolin: PC+ISQ
treated with adenylate cyclase activator (forskolin); ISQ+SQ22536+NAME: ISQ treated with
SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME);
PCHISQ+NAME: PC+ISQ treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus ISQ
and °P < 0.05 versus PC+ISQ.
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Figura Suplementaria 8.
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Supporting Information Figure 8. cyclic AMP (cAMP) (A), hexoses 6-phosphate [(glucose 6-
phosphate (B) and fructose 6-phosphate (C)] and lactate (D) were analysed in steatotic liver grafts
after 1 h, 3 h and 6 h of cold ischemia (bars labeled as 1, 3 and 6, respectively). ISQ: cold ischemia;
ISQ+SQ22536: ISQ treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6
amine (SQ22536); PC+ISQ: cold ischemia with previous ischemic preconditioning;
PC+ISQ+forskolin:  PC+ISQ  treated with adenylate cyclase activator (forskolin);
ISQ+SQ22536+NAME: ISQ treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-
Arginine methylester (L-NAME); PC+ISQ+NAME: PC+ISQ treated with L-NAME. *P < (.05
versus Sham, +P < 0.05 versus ISQ and °P < 0.05 versus PC+ISQ.
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Figura Suplementaria 9.
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Supporting Information Figure 9. Malondialdehyde (MDA) (A), nitrotyrosines (B) and score of
nitrotyrosine (C) were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. TR: transplantation,
TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6
amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin:
PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated
with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME);
PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P

< 0.05 versus TR+SQ22536 and °P < 0.05 versus PC+TR.

Figura Suplementaria 10.
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Supporting Information Figure 10. Xanthine dehydrogenase (XDH)/xanthine oxidase (XOD) (A),
superoxide dismutase (SOD) (B) and glutathione (GSH) (C) were determined 4 h after reperfusion
in steatotic liver grafts. TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase
inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous
ischemic preconditioning; PC+TR-+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator
(forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor,
N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME); PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P <
0.05 versus sham, +P < 0.05 versus TR, #P < 0.05 versus TR+SQ22536 and °P < 0.05 versus
PC+TR.
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2. SEGUNDO ESTUDIO

Tauroursodeoxycholic Acid Affects PPARYy y TLR4 in Steatotic Liver

Transplantation

Monica B. Jiménez Castro, Maria Elias Miro, Mariana Mendes Braz, Antoniectte

emoine, Antoni Rimola, Juan Rodés, Arani Casillas Ramirez armen Peralta*.
L , Antoni Rimola, J Rodés, A Casillas R * C Peralta*

American Journal of Transplantation. 2012;12(12):3257-3271.

No se observaron alteraciones ni en la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) ni en el estrés del
reticulo endoplasmatico en injertos hepaticos esteatdsicos y no esteatosicos después de 6 horas de
preservacion en solucion UW y sometidos a trasplante. De hecho los niveles de proteina GRP78 en
los injertos hepaticos fueron similares a los del grupo Sham. Las tres ramas de la via del UPR
(ATF6, IRE1 y PERK) se encontraron inactivadas en los injertos hepaticos. Los niveles de la
proteinas ATF6a p-50 y ATF6p p-50, XBP1(s), TRAF2, PERK fosforilada y elF2a fosforilada y la
acumulacion de ATF4 y de la proteina CHOP en injertos hepaticos fueron similares a el grupo
Sham. Esto ocurri6 en trasplante hepatico tanto singénico como alogénico.

La administracion de TUDCA protegid unicamente a los injertos hepaticos esteatdsicos y lo hizo a
través de un mecanismo independiente del estrés del reticulo endoplasmatico. E1 TUDCA redujo
PPARy y la lesion hepatica por I/R en injertos esteatdsicos. Los resultados obtenidos en este
estudio mostraron que cuando el PPARYy es activado, el TUDCA ya no es capaz de reducir la lesion
hepatica. Ademas de lo anterior, se demostr6 que los inhibidores del PPARy (TUDCA vy
antagonistas de PPARy) aumentaron la expresion de TLR4, en concreto la via del dominio-TIR que
contiene el adaptador inductor de interferon-f (TRIF). En consonancia con lo anterior, el
tratamiento con agonistas del TLR4 redujo la lesion por I/R en injertos hepaticos esteatosicos
sometidos a trasplante. Cuando se inhibié la accion del TLR4, se eliminaron los efectos
beneficiosos del antagonista del PPARy sobre la lesion por I/R en injertos esteatdsicos. Asi pues, el
TUDCA redujo el PPARYy, y este a su vez aumento la expresion de TLR4 y protegid frente a la
lesion hepatica. Esta via de sefializacion se ha evidenciado tanto en trasplante hepatico singénico

como alogénico con injertos esteatdsicos.
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Tauroursodeoxycholic Acid Affects PPARy
and TLR4 in Steatotic Liver Transplantation
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Numerous steatotic livers are discarded for transplan-
tation because of their poor tolerance to Ischemia-
reperfusion (I/R). We examined whether taurour
sodeoxycholic acld (TUDCA), a known Inhibitor of
endoplasmic reticulum (ER) stress, protects steatotic
and nonsteatotic liver grafts preserved during 6 h
In University of Wisconsin (UW) solution and trans-
planted. The protective mechanisms of TUDCA were
also examined. Meither unfolded protein response
(UPR) Induction nor ER stress was evidenced In
steatotic and nonsteatotic liver grafts after 6 h in UW
preservation solution. TUDCA only protected steatotlc
livers grafts and did so through a mechanism Inde-
pendent of ER stress. It reduced proliferator-activated
receptor-y (PPARy ) and damage. When PPARy was ac-
tivated, TUDCA did not reduce damage. TUDCA, which
inhibited PPARy, and the PPARy antagonist treatment
up-regulated toll-like receptor 4 (TLR4), specifically the
TIR domain-contalning adaptor inducing IFNf (TRIF)
pathway. TLR4 agonlist treatment reduced damage In
steatotic liver grafts. When TLR4 action was Inhib-
ited, PPARy antagonists did not protect steatotlc liver
grafts. In conclusion, TUDCA reduced PPARy and this
In tum up-regulated the TLR4 pathway, thus protecting
steatotic liver grafts. TLR4 activating-based strategles
could reduce the inherent risk of steatotic liver fallure
after transplantation.

Key words: ER tress, PPAR-y, steatotic liver grafts,
TLR4, transplantation, TUDCA

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST,
aspartate aminotransferase; ATF4, activating tran-
scription factor 4; ATF6, activating transcription factor
6; CHOP, C/EBP homologous protein; elF2a, eukary-
otic translation Initiation factor 2 subunit a; ER,
endoplasmic retlculum; GRP78 78-kDa glucose-
regulated/binding immunoglobulin protein; GW9662,
2-chloro-b-nitro-N-phenylbenzamide; HTK, histidine
tryptophan ketoglutarate; IRE1, Inositol-requiring en-
zyme 1; I/R, Ischemlia-reperfusion; Ln, lean; MDA,
malondialdehyde; MPL-A., monophosphoryl lipid A;
MyD88, myelold differentiation factor 28; Ob, obese;
PPAR-7, peroxisome proliferator activated receptor-
7. Rosiglitazone, (RS)-5-[4-(2-[methyl{pyridine-2-yl)-
aminolethoxy)benzyllthiazolidine-2 4-dlone; ROS, re-
active oxygen specles; TLR4, toll-like receptor 4;
TR, transplantation; TRAFZ2, tumor necrosis factor-
assoclated factor 2; TRIF, TIR domain-containing-
adaptor Inducing IFN-p; TUDCA, tauroursodeoxy-
cholle acld; UPR, unfolded protein response; UW,
University of Wisconsin; XBP-1, X-box-binding
protein 1.

Recelved 31 May 2012, revised 13 July 2012 and
accepted for publication 30 July 2012

Introduction

Ischernia-reperfusion (I/R) injury is a major cause of early
graft dysfunction after liver transplantation. Steatosis is cur
rently estimated to be present in up 1o 50% of deceased
donor livers and is recognized as the key donor variable pre-
dicting posttransplant outcomes (1-3). The use of steatotic
livers for transplantation is associated with increased risk
of graft dysfunction or failure after surgery. In addition,
rmany steatotic livers are discarded for transplantation, ex-
acerbating the critical shortage of donor livers (1,4,5).

Endoplasmic reticulum (ER) stress is emerging as an impor-
tant componant of inflammatory responses in the liver as-
sociated with VR processes (6,7). In responsea to ER stress,
a signal transduction cascade termed “the unfolded pro-
tein response (UPR)" is induced (8,8). The UPR has thrae
branches: inositolrequiring enzyme 1 {IRE1), PKR-like ER
kinase (PERK) and activating transcription factor (ATF&).
These proteins are normally held in inactive states in ER
membranes by binding to intra-ER chaperones, particularly
the 78-kDa glucose-regulated/binding immunoglobulin pro-
tein (GRPY8). When injury is excessive, these ER stress
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signal transduction pathways can also induce cell death
18,9).

Tauroursodeoxycholic acid TUDCA), a natural hydrophilic
bile salt that modulates ER straess (3,10), has been ap-
proved for clinical use as a protective agent in various livier
diseases, including cholestatic liver diseases and cirrhosis
(1115, In our knowledge, only two studies evaluate ER
stress in both steatotic and nonsteatotic livers subjected
to IfR (6, 7). In one study, TUDCA treatment protected both
liver types against ER stress under warm ischemia (7). In
the second study, the authors preserved liver grafts with
histiding tryptophan ketoglutarate (HTK) solution for 2 h.
ER stress responses occurred in both liver grafts under-
going transplantation, but were greater in the presence of
steatosis (6). Under these conditions, TUDCA reduced ER
stress posttransplantation, thus protecting against IR dam-
age. Potential action mechanisms of TUDCA other than ER
stress were not evaluated in the study (6).

In this study, we investigated whether the benefits of
TUDCA on ER damage in liver grafts undergoing 2 h of
cold ischemia in HTK solution (6) could be also extrapolated
to both steatotic and nonsteatotic liver grafts during & h of
cold preservation in University of Wisconsin (UW) solution.
LW solution has becorne the standard for organ preserva-
tion for transplantation (1). Furthermore, liver grafts are
usually preserved from & to 8 h during clinical fransplanta-
tion (16-19).

The molecular mechanisms involved in the therapeutic ef-
fect of TUDCA are not fully elucidated. Given the inacti-
vation of proliferatoractivated receptory (FPARYy ) induced
by TUDCA in isolated hepatocytes (20), we investigated
the effects of TUDCA on PPARy in steatotic liver grafts
undergoing transplantation. The key role of PRARy in the
wvulnerability of this liver type to /R injury associated with
transplantation and the benefits of PPARy antagonists un-
der these conditions have been previously reported (21).
In this study, we will also investigate whether the benefits
of PPARy antagonists could be explained by the regula-
tion of tolHike receptor 4 (TLR4), a member of a highly
conserved family of pattern recognition receptors. Indeed,
changes in TLR4 expression induced by PPARy regula-
tors have been reported in nonsteatotic livers undergoing
warm ischemia (22). TLR4 signaling is mediated by twio dis-
tinct intracellular adaptor proteins: myeloid differentiation
factor 22 (MyD88) and TIR domain-containing-adaptor in-
ducing IFMNB (TRIF). MyD88 and TRIF activate intracellular
signaling cascades that ultimately trigger an inflammmatory
response (23,24). Indeed, numerous studies have reported
that the TLR4 signaling pathway is responsible for the IfR
damage in nonsteatotic livers under warm ischemia (26—
30) and liver transplantation (31,32). In addition, a recent
report indicated that disruption of TLR4 signaling amelio-
ratec hepatic damage in steatotic livers under warm |fR
(33). To date, the role of TLR4 in steatotic liver grafts under
cold ischemia has not been reported.

3268

The data presentad herein indicate: ER stress is not in-
duced when steatotic and nonsteatotic liver grafts are pre-
served for 6 h in UV solution; new TUDCA properties
based on the modulation of PPARy in steatotic liver trans-
plantation; TLR4 signaling pathway induction by PPARy
antagonists and the benefits of TLR4 signaling pathway
activation in steatotic liver transplantation. These results
could be useful in the design of pharmacological strate-
gies to protect steatotic livers during liver transplantation.

Materials and Methods

Experimental animals

Syngensic liver transplantation: This study was parformed using malk
Fomazygous [obess [Ob]) and heteomygous (lean [Ln]l Zucksr rats sged 10
to 17 wasks.

Allogenaic liver transplantation: Male Spragus Dawley [50) and Wistar
{WS) rats weighing 200-222 g, were aither crhaline-deficiant or standard
chonee diet for 10 days, respactivaly (34). This strain combination (S0 to W)
is fully allcgenic and results in acute liver transplant rejection (35).

Ob Zucker and COb SO rats develop rmodersts mecrowesicular and  mi-
crovesicular infiltration in hepatocytes (40-60% steatosis). All procadures
wera performed under iscflurane inhalation anasthesia (21,36]. This study
conforrmed to European Union regulaticns (D irective 3G/60& EEC) for animal
sxpariments. Animals ware randorlby distributed into groups as described
blonw.

Experimental design (summarized in Table 1)

Protocol 1. Syngeneic liver transplantation:

1.1. Effect of TUDCA on hepatic injury in steatotic and nonsteatotic
livers in syngensic iver transplantation

Group 1. Sham. Ln and Ob Zucker enimals were subjected to transversa
laparatormmy.

Group 2. TR. I subgroup 2.1, steatotic livers from doror rats (20 Zucker
rats) were flushed and then preserved in ics-cold UW solution for 6 h
(21,36 and implanted into Ln Zucker rats, according to the Kamada cuff
tachniqua withaut hepatic artery reconstruction [37). In subgroup 2.2, tha
same surgical procadure was repsatad, but with Ln Zucker rats as donor
and racipients [37). The tims of anhepatic phase was 17-19 minutes [35).

Group 3. TR+TUDCA. Subgroups 3.1 and 3.2: same as subgroup 2.1 and
2.2, respactivaly, but donor rats weare traated with TUDCA (7).

1.2. PPARY invelvement in TUDCA-induced effects on hepatic injury in
steatotic livers in syngeneic liver transplantation

Group 4. TR+PPARy antagonist. Sama as group 2.1, but donar rats wers
traated with a PPARy antagonist (21).

Group 5. TR+ TUDCA+PPARy agonist. Same as group 2.1, but donor rats
were treated with TUDCA [7) and a PPARY agenist [21).

1.3. Modulation of the TLR4 pathway by PPARy in steatotic livers in
syngeneic liver transplantation

Group G, TH+PPARY antagonist+anti-TLR4. Same as group 2.1, but donor
rats wera treated with a PRARy antagonist (21)and anti-TLR4 antibody (39).

American Jouwrnal of Transplantation 2012; 12: 3267-3271
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TUDCA in Steatotic Liver Transplantation

Table 1: Experimental groups, treatrments and daterminations of this study

PROTOCOL 1. Syngenaic livar transplantation
Protocol 1.1, Effect of TUDCA on hepatic injury in steatotic and nonsteatotic livers in syngenaic liver transplantation

Group 1. Sham Dizsaction of hepatic ilium vessals from Ob and Ln Zucker rats
Group 2. TR Livers praserved in UV solution and transplantea
Group 2.1 TR Staatotic grafts from Ob Zucker rats with 6 h of cold ischamia and
transplanted in recipient Ln Zucker rats.
Group 2.2 TR Monsteatotic grafts from Ln Zucker rats with 6 h of cold ischamia and
transplanted in recipient Ln Zucker rats.
Group 3. TR+TUDCA Same as group 2, but treatad with TUDCA
Group 2.1 TRHTUDCA Same as group 2.1, but treated with TUDCA
Group 3.2 TR+TUDCA Same as group 2.2, but treated with TUDCA
Protocol 1.2, PPARY involvement in TUDCAinducad effects on hapatic injury in steatotic livers in syngenaic liver tranaplantation
Group 4. TR+-PPARY antagonist Same as group 2.7, but treated with PPARY antagonist
Group 5. TR+ TUDCA4-PPARY agonist Same as group 2.1, but treated with TUDCA and PPARy agonist
Protocol 1.3, Modulation of the TLR4 pathway by PPARY in steatotic livers in syngeneic liver transplantation
Group 6. TR+ PPARY antagonist 4-anti-TLR4 Same az group 2.1, but treatad with PPARy antagonist and anti-TLR4 antibody
Group 7. TR+TLR4 agonist Same as group 2.1, but treated with TLR4 agonist
Group 2. TR4-anti-TLR4 Same as group 2.7, but treated with ant-TLRS antibody

Tests at 4 h after reparfusion. Transarminases and damage score (Groups 1-8); ER stress markers, MDA, NMitrotyresines and PPARy
levels (Groups 1, 2.1, 2.1); TLR4 pathway (Groups 1, 2.1, 3.1, 4, 5) and MPO, TNF, IL1 and ILE {Groups 1, 2.1, 8).

Tests at 1, 2, 4, 12 and 18 h aftar reperfusion. Additional groups were subjected to intervention similar to that used for groups 2.1 and
2.1. ER stress markers, PPART levels and TLR4 pathway weare evaluatad at the mantionad reperfusion timeas,

Survival tests, Additional groups were subjected to intervention similar to that used for groups 2.1, 2.1, 4, & & and 7 and the survival
of recaptors was monitored for 14 days.

PROTOCOL 2. Alogeneaic Mver transplantation
Protocol 2.1, Effect of TUDCA and TLR4 on hepatic injury in steatotic and nonsteatotic livers in allogensaic liver transplantation

Group 9. Sham Dissaction of hepatic ilium vassals from Ob 5D and Ln WS rats

Group 10. TRiajegrart Livers preserved in UW solution and transplanted

Group 10.1 TRupgrar Steatotic grafts from Ob SD rats with 6 h of cold ischemia and transplantad in
racipient Ln WS rats.

Group 10.2 TRaegrart MNonsteatotic grafts from Ln SD rats with 6 h of cold ischamia and
transplanted in recipient Ln WS rats,

Group 11. TRjegran+TUDCA Same as group 10, but treated with TUDCA

Group 11.1 TRaegrant+TUDCA Same as group 10,1, but treated with TUDCA

Group 11.2 TRaggrar+TUDCA Same as group 10.2, but treated with TUDCA

Group 12. TR aiogran +TLR4 agonist Same as group 10,1, but treated with TLR4 agonist

Tests at 4 h after reperfusion. Transaminases and damage score (Groups 9-12); ER strass markers, PPARY levels and TLR4 pathway
(Groups 9,101, 11.1).

Survival tasts, Additional groups were subjected to intervention similar to that used for groups 10,1, 11.1 and 12 and the sunvival of
recaptors was monitorad for 14 days.

Drug Adrinistration Protocol Dosa and pretreatment time
TUDCA 100 mgfkg i, in donor ratz 10 min bafora the surgical procedure
PPARY antagonist (GW3SE2) 1 mgfkg i, in donor rats 1 h bafors the surgical procedure
PPARY agonist (Rosiglitazoneg) 2 kg iap., in donor rats 1 h before the surgical procedure
TRL4 agonist {Montoxic MPLA) 500 pgfkg iv., in donor rats 10 min before the surgical procedura
Anti-TLR4 32 mafkg i, in donor rats A0 min before the surgical procedure

Abbreviations: anti-TLR4-antibody from Santa Cruz, USA; ER = endoplasmic reticulurm; GW3EE2, 2-chloroB-nitro-N-phemdbanzamide
from Alaxis Biochermical, SW, leaan; MDA = malendialdehyde, MPL-A = monophosphoryl lipid A from Enzo Life Sciences, SW, Ob = obese;
PPAR-y, peroxisomsa proliferator activated recaptory ;| Rosiglitazons, (RSFS{442-Imathyl(pyridine-2syl)l-aminolethoxylbenzyl thiazolidine-
2 4diona from Alexiz Bicchamical SW, 5D = Spragua-Dawlay, TLR4 = TolHike receptor 4; TR = transplantation; TUDCA, sodium
taurcursedecwycholata from Sigma-aldrich, MO, UW = Univarsity of Wisconzin, WS = Wistar,

Group 7. TR+ TLR4 agonist. Same as group 2.1, but dorar rats wera trastad Liver and plasma samples were collected from groups 1 to 8 at dh after
with & TLR4 agonist (40). reparfusion. Plasma trarsarminases and hepatic demage score were de-
termired in groups 1-8. Hepatic ER stress markers, MDA, nitrotyrosines
Group 8. TA+anti-TLR4. Sarme as group 2.1, but donar rats wers trasted and PPARy lewals wers determined ingroups 1, 2.1 and 2.1, Hepatic TLR4
with an anti-TLRS antibody (280, pathway was deterrnined in groupe 1, 2.1, 3.1, 4 ard 5. Hepatic MPO, THE
11 and |-G wers alzo detarmined in groups 1, 2.1 and 8. A cold ischamia

The doss and preteatmant times for the different drugs are shown in period of & h is long snough to induce damage after transplantation in
Tabls 1. both livar gratts and to allows high survival st 4h after reperfusion [21). This
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reperfusion times iz included into the range in which maximum levals in
the hepatic injury parametars have been shown. Therefora, thass sxpsari-
rnantsl conditions were spproprighe 1o evaluate the undarlying protactive
rnachaniems of TUDCA in /R injury associated with [ver traneplantation.

To evaluats tha reperfusion time-deperdent sffect of TUDCA on ER stress,
PPARy and TLR4 pathwway, animals were subjected to interwantion similar
to that used for groups 2.1 and 3.1 but liver sarmples were obtained at 1,
2, 4,12 and 18 h after reperfusion. Hepatic ER stress paramsters, PRARY
lewels and TLRA pathwsay weare also detarmined.

For survival studies in isograft model, animals were subjected to intervan-
tion sirnilar to that usad for groups 2.1, 2.1, 4, B, 6 and 7 and the survival
of recaptors was monitorad for 14 days [36).

Protocol 2. Allogeneic iver transplantation:
2.1. Effect of TUDCA and TLR4 on hepatic injury in steatotic and non-
steatotic livers in allogeneie liver transplantation

Group . Sham. Ob 5D and Ln W5 wers subjectad to transverss laparotomy.

Group 10. TRasogee. In subgroup 1001, steatotic allografts from donor rats
{Ob 5D rats] wers flushed and then preserved in ics-cold UW salution for
& h (21, 26] and implarted inte Ln WS rats, sccording to the Kamads cuff
tachniqua without hepatic artery raconstruction [37). In subgroup 10.2, tha
same surgical procedurs was repsatad, but with Ln S0 rats as donore and
Ln WS rats a5 recipiants (37). All mcipisnts were treated with cyclosparins
& 3 mallgid (358 In line with previous results [35), mo sign of rejection
{envalusted according to the Banff schema; Ref. 41) wers found in all groups
of protocal 2. Our preliminary dsta indicate that all recipients that recedwed
steatotic liver allogratts with & h of cold ischemia and without immunosu-
pressor died immediately within 1 b after reperfusion.

Group 11. TRasagran+TUDCA. Subgroups 11.1 and 11.2: same as subgroups
10.1 ard 10.2, respectively, but donor rats were treatad with TUDCA (7.

Group 12. TRajeget+TLR4 agonist. Same as group 10.1, but donor rats
wera treated with 2 TRLA agonist &0).

Liver and plasma samples wers callectad from groups 9 to 12 &t 4 b after
reperfusion. Plssma trasaminasss and hepatic damege score were detar
mined in groups 312. Hepatic ER stress merkars, PRARY lewels and TLR4
pathway ware determined in groups 9, 101 and 11.1.

For survival studies in allograft rrodel, animals were subjected to intervan-
tion sirilar to that used for groups 101, 11.1 and 12 and the survival of
recaptors was monitorad for 14 days (36).

Biochemical determinations

Tranearninases, malondialdehyde MDA), nitrotyresine levels (s an index of
paroxynitrite), MPO [as an index of neutrophil accurnulation), THE IL-1 and
IL-G ware measurad as described elsewhars (30,42 -44).

Westem blotting

This was done a5 described slsswhera (7) using the following artibodies:
GRF?8, CEEP homologous protein-10 [CHOP), total and phospho-PERK (p-
PERE), total and phospho-aukaryotic translation initiation factor 2 subunit a
{p-alF2w), activating transcription factor 4 [ATF4], ATFEx and ATFER, X-bow-
bindirg protein 1 (sXEP-1), TLR4, MyDB8 and B-actin [Santa Cruz Biotech-
rology, SantaCruz, CA, USA), TMF receptorassociatad factor 2 [TRAFZ; Call
Signaling Technalogy, Darwers, MA, USA] and PRARy and TRIF [Abcam, UK].
Signals wera quantified with scanning dansitometry.

3260

Histology

To gppraise the sewerity of hepatic injury, hematodin and sosin-stained
segtions ware evaluated by a point-counting methed on en ordinal scaka
(36,43).

Statistics

Diata are expressed 55 maans £ standard error and were compared statis-
tically wia ome way analysis of varance [ANOWVA), follnesd by post hoc
Student-PMewman—euls test. Survival was estimated with the Ksplan-
Meier method and was compared with a longrank test. p < 0.05 was
conziderad significant.

Results

Effect of TUDCA on hepatle Infury In steatotic and
nonsteatotic livers In syngenelc liver transplantation
Monsteatotic grafts were not protected against hepatic in-
jury in the TR+TUDCA group. Howewvear, TUDCA treatment
protected steatotic grafts, as the biochemical and histo-
logical parameters of hepatic injury were lower than those
recorded in the TR group (Figure 1).

Mext, we investigated why TUDCA protected steatotic
grafts against damage. GRF7E protein levels in steatotic
grafts of the TR and TR4+TUDCA groups were similar to
those in the sham group (Figure 2A). Given these results,
we examined whether the three branches of the UPR
[ATFG, IRE1 and PEREK) are inactivatad in steatotic grafts.

During ER stress, ATFG is converted from a 90-kDa pro-
tain to a B0O-kDa protein (pB0 ATFGw or p-BO ATFGPR;
Refs. 7,4b). The protein leveals of p-b0 ATFGa (Figure ZB)
and p-50 ATFGR (data not shown) in steatotic grafts of
the TR and TR4+TUDCA groups were similar to those in
the sham group. IRE1 activation results in the splicing of
XBP1 mBMA for translation of XBP1(s; Refs. 7,8). XBP1is)
and TRAF2 protein levels in steatotic grafts of the TR and
TR4TUDCA groups were similar to those in the sham
group (Figure 2C). PERK phosphorylates elF2a in response
to ER stress. The p-elF2a facilitates translation of ATF4,
which induces CHOP (7,8,458). The p-PERK and p-elF2a,
ATF4 accumulation and CHOP protein levels in steatotic
grafts of the TR and TR+TUDCA groups were similar to
those in the sham group (Figure 2D).

TR increased MDA and nitrotyrosine levels in steatotic
grafts when comparad with the sham group (Figure 2E),
which indicated the presence of peroxynitrite, a predom-
inant form of reactive oxygen species in steatotic grafts
(36,4 2). In contrast to anti-oxidant properties of TUDCA un-
der warm hepatic ischemia (7,46), the benaefits of TUDCA
in steatotic liver transplantation might not be explained by
a reduction in oxidative stress, because TR+TUDCA group
resulted in MDA and nitrotyrosing levels in steatotic grafts
similar to those in the TR group (Figure 2E). In the TR
group, PPARy protein levels were higher in steatotic grafts
than in the sham group (Figure 2F). TR4+TUDCA group

American Journal of Transplantation 2012; 12: 32573271
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Figura 1: Effect of TUDCA on hepatic injury in steatotic and
nonsteatotic liver isografts 4 h after reperfusion. Transami-
nases (A and B) and damage score (C). The severity of hapatic
injury was evaluated by a pointcounting method on an ordinal
scale as follows: grade O, minimal or no evidaence of injury; grade
1, mild injury consisting of cytoplasmic vacuolation and focal nu-
clear pyknosis; grade 2, moderate to severe injury with exten-
sive nuclear pyknosis, cytoplasmic hypereozinophilia and loss of
intercallular borders; and grade 3, sevare necrosis with disintegra-
tion of hepatic cords, hernorthage and neutrophil infiltration. For
all parts of the figure, & transplantations with nonsteatotic liver
isografts and & tranaplantations with steatotic livers isografts for
each group wers includsd in each measurarment. *p < 0.05versus
Sharm, Tp < 0,05 versus TR,
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reduced PPARy protein levels in steatotic grafts with re-
spect to those recorded in the TR group.

PPARy Involvement in TUDCA-Induced effects on
hepatic Injury In steatotic livers In syngenelc liver
transplantation

TR4+-PPARy antagonist group resulted in lower hepatic in-
jury parameters in steatotic grafts than in the TR group
(Figures 3A-D). TR4+TUDCA+PPARy agonist group abol
ished the benefits of TUDCA, resulting in transaminase
(Figures 3& and B) and darmage score values (Figure 3C)
in steatotic grafts similar to those in the TR group. This
indicated that when PPARy was activated, TUDCA did
not protect steatotic grafts against damage. Steatotic
grafts of the TR group showed extensive and conflu-
ent areas of coagulative necrosis with neutrophil infiltra-
tion that were reduced in number and extension in the
TR4TUDCA group (Figure 3D). The hepatic lesions ob-
served in TR4+TUDCA4PPARy agonist and TR+PPARy
antagonist groups were similar to those in the TR and
TR+TUDCA groups, respectively (Figure 30).

Modulation of the TLR4 pathway by PPARy In
steatotic livers In syngenelc liver transplantation

As mentioned before, TUDCA treatment reduced PPARy,
and therefore ameliorated damage in steatotic grafts. We
next evaluated whether TUDCA-induced PPARy inhibition
gffected the TLR4 pathway in steatotic grafts. In the TR
group, TLR4 protein levels were lower in steatotic grafts
than in the sham group (Figure 3E). In the TR4+TUDCA
and TR4+PPARy antagonist groups, TLR4 protein levels
were higher in steatotic grafts than in the TR group.
TR4+TUDCA+PPARYy agonist group abolished the effects
of TUDCA on TLR4, because it resulted in TLR4 protein
levels in steatotic grafts similar to those in the TR group
(Figure 3E). Thus, TUDCA treatment reduced PPARy and
this PPARy inhibition was associated with higher TLR4 lev-
els than those observed in the TR group. Protein levels of
MyDEE were unchanged in all groups (Figure 3F). How-
ever, a pattern similar to that observed for TLR4 protein
levels wera observed for TRIF protein levels in the groups
evaluataed (Figure 3G).

Mext, we conducted experiments to evaluate whether
TLR4 up-regulation consequent to PPARy inhibition
protected steatotic liver grafts. TR+FPARy antagonist
group, which increased TLR4, protected steatotic grafts
(Figures 4A-C). In contrast, TR+PPARy antagonist+anti-
TLR4 group resulted in hepatic injury parameters similar
to those in the TR group. Thus, TLR4 action inhibition
abolished the benefits of PPARy antagonists in steatotic
liver grafts. We then activated TLR4 by administering a
TLR4 agonist in the TR group (TR4+TLR4 agonist group).
Uncer these conditions steatotic liver grafts were pro-
tected (Figures 4A-C). The hepatic lesions observed in
the TR+PFARy antagenist+anti-TLR4 groups (Figure 4C)
wiere similar to those in the TR group (Figure 3D). In the
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Figure 4: Effect of TLR4 regulation
on damage in steatotic liver iso-
grafts 4 h after reperfusion and sur-
vival of recipients transplanted with
steatotic liver isografts at 14 days
after transplamtation. Trasaminases
(& and B) and damage scora (C) as
describad in Figure 1 legend. Repre-
saentative photographs of histological
changes in staatotic livars ara shown in
part (C). (TR4+PPARY antagonist+aniti-
TLR4), widespread coagulative hap-
gtic necrosis with nautrophil infiltra-
tion. (TR+TLR4 agonist), small area
of coagulative hepatic necrosis (Bars,
1000 prn). For all parts of the figurs,
6 transplantations with steatotic liw
ars for each group wera included in
sach measuremant. ¥p < 0,05 versus
Sham, tp = 0.05 versus TR, “p = 0.05
wversus TR4+PPARy antagonist. Sur
vival studies are shown in part (D)
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isografts for each group. TR (O),
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TR+PPARy antagonist+anti-TLR4 (),
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TR4+TLR4 agonist group (Figure 4C), the extent and the
number of necrotic areas in steatotic liver grafts was less
than the TR group (Figure 3D). The recipients transplanted
with steatotic grafts without any treatment (TR group)
showed 309 survival at 14 days, most of the deaths occur-
ring within 2 days (Figure 4D). The tfreatment with TUDCA,
PPARy antagonist and TLR4 agonist reduced lethality in
reciplents transplantad with steatotic grafts, and resulted
in a 70% survival rate at 14 days (Figure 4D). The sur
vival rates in TR+TUDCA+PPARY agonist and TR4+-PPARy
antagonist+anti-TLR4 groups were similar to those of the
TR group.

TLR4 blockade reducad hepatic injury, neutrophil accumi-
lation and TMFa, 11 and L6 release from Kupffer cells
in nonsteatotic livers undergoing IfR (27,30). Then, we
evaluated the effects of TLR4 inhibition on hepatic dam-
age, inflarnmatory cell infiltration and proinflammatory cy-
tokine levels in steatotic grafts. In line with previous stud-
ies (44,47 48), the results presented herein indicate that
hepatic damage in steatotic livers does not correspond
1o either the degree of inflammatory cell infiltration or
proinflammatoy cytokines. Indeed, TR+ant-TLR4 group
resulted in hepatic injury parameters higher than those of
the TR group (Figures BA and B). Howewver, hepatic MPO,
THFE 11 and |6 levels observed in TR+anti-TLR4 group
wiere similar to those in the TR group (Figuras BC—F).

The reperfusion time dependent effects of TUDCA on
ER stress markers, PPARy levels and TLR4 pathway in
steatotic livers were measured throughout reperfusion
(Figure 6). ER stress parameters were similar in Sham,
TR and TR+TUDCA groups at each time (Figures 64-D).
PPARy levels were lower in TR+ TUDCA than in TR group
at each time (Figure 6E). TLR4 and TRIF (but not MyD&88)
levels were higher in TR+TUDCA than in TR group at each
time (Figures GF—H).

Effect of TUDCA and TLR4 on hepatic infury in
steatotlc and nonsteatoftic livers In allogenelc liver
transplantation

As described below, the effects of TUDCA and TLR4
on hepatic injury, ER stress parameters, oxidative stress,
FPARy levels and TLR4 pathway in allograft model fol-
lowwed a similar pattern to those described in isograft
model. Thus, nonsteatotic allografts were not protected
against hepatic injury in the TRyggen+TUDCA group.
However, TRypea+TUDCA group protected steatotic ak-
lografts, as the hepatic injury parameters wera lower than
those recorded in the TR group (Figure 7). GRP78 and the
three branches of the UPR are inactivated in steatotic allo-
grafts. The protein levels of p-B0 ATFER (data not shown),
GRF78, p-B0 ATFGa, XBP-1i5), TRF2, p-PEREK, p-elFZa,
ATFA accurmulation and CHOP (Figures 8A-D) in steatotic
allografts of the TRajgen @nd TRyegan+TUDCA groups
wiere similar to those found in the Sham group. As shown
in Figure 8E, TRapgen+TUDCA group resulted in MDA
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Figura 5: Effect of TLR4 inhibition on inflammatory cell infil-
tration and proinflammatory cytokine levels in steatotic liver
isografts 4 h after reperfusion. (A and B) Transaminase levels and
(C) MPO, (D) THE (E) IL-1 and (F) IL6. For all parts of tha figura, six
transplantations with steatotic livers for each group ware included
in each measuremant. *p = 0.05 versus Sham, Tp = 0.05 versus
TR.

and nitrotyrosine levels in steatotic allografts similar to
those in the TRaeger 9roup. TRawgan+TUDCA group re-
duced PPARy protein levels in steatotic allografts with re-
spect to those in the TRawgren group (Figure 8F). TLR4 and
TRIF protein levels were lower in steatotic allografts of
TRauegrart @roup than in the sham group (Figures 94-C). In
the TRagee+TUDCA group, TLR4 and TRIF protein lewv-
els were higher in steatotic allografts than in the TRaegran
group (Figures S84 and C). The protein levels of MyDg8
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surermnent. *p = 0.05 varsus Sham, Tp = 0.05 versus TRaogran-

were unchanged in all groups (Figure 9B). Recipients trans-
planted with steatotic allografts without any treatment
(TRajogsr group) showed 30% survival at 14 days, most of
the deaths occurring within 2 days (Figure 8D). The treat-
ment with TUDCA and TLR4 agonist reduced lethality in
recipients transplantad with steatotic grafts, and resulted
in a 70% survival rate at 14 days (Figure SD).
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TUDCA in Steatotic Liver Transplantation
Discussion

Data obtained herein suggest that TUDCA may play a ben-
eficial role in the protection of steatotic grafts in experimean-
tal models of syngeneic and allogeneic steatotic liver trans-
plantation. In our conditions, ER stress is not induced in
steatotic and nonsteatotic liver grafts and TUDCA was only
effective in steatotic grafts, through a mechanism indepean-
dent of ER stress. Thus, targeting the ER with TUDCA may
not be a useful therapeutic approach in clinical conditions
inwhich steatotic liver grafts are presarved in LW solution
for 6 h of cold ischemia.

In the same conditions evaluated herein, PPARy wors-
ened hepatic injury in steatotic livers (21). Here, we
report that TUDCA reduced PPARy oversxpression in
both steatotic liver isografts and allografts. We evaluated
whether TUDCA-induced PPARy inhibition affected the
TLR4 pathway in steatotic grafts. The inhibition of PPARy
action with PPARy antagonists increased TLR4 and TRIF
in steatotic liver grafts. This protected them against the
damage associated with fransplantation. Moreowver, the ac-
tivation of PPARy abolished the benefits of TUDCA on
the TLR4 pathway and damage in steatotic grafts. Thus,
wie suggest a new mechanism, namely TLR4 pathway in-
duction, to explain why TUDCA-induced PPARy inhibition
protects steatotic liver grafts. Qur results in isograft and
allograft model indicate that in steatotic liver transplan-
tation, the reduction in TLR4 protein exprassion was as-
sociated with reduced TRIF protein expression, wheraas
no changes in MyD88 expression were observed. This
suggests that TRIF (but not MyDS88) is the branch of
downstream signaling pathways of TLR4 in steatotic liver
transplantation. Further studies (beyond the scope of this
wiork) will be reqguired to answer why TLR4 pathway is
down-regulated in steatotic liver transplantation compared
with steatotic liver without a surgical procedure (sham
group). Several molecules that play key roles in the down-
regulation of TLR4 signaling, such as suppressor or cy-
tokine signaling (SOCS}-1, SOCS-3 and interleukin {IL}-1
receptorassociated kinase (IBAK)-M (49-52), should be
explored as possible answers to this question. Here, we
report by first time evidence of the beneficial effects of
strategies to up-regulate TLR4 in steatotic liver isografts
and allografts. TLR4 agonists and TUDCA (which increased
TLR4) were administered only in donors, before cold is-
chermia period. Our results would be in line with previous
studies in normotermic hepatic ischemia indicating that
the induction of chemical preconditioning using TLR4 lig-
ands protects the liver against the deleterious effects of a
subsequent I/R (52). This study does not analyze why TLR4
signaling protect steatotic liver grafts against damage asso-
clated with transplantation. To answer this question, previ-
ous results obtained in isolated cells should be considered
{49). These suggest that increased TLR4 signaling triggers
beneficial responses; namely the induction of protective
Type | IFNs in hepatocytes and antiinflammatory 1110 in
macrophages in an IRF3-dependent manner.
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Strategies based on TLR4 signaling pathway regulation
could improve the postoperative outcome of patients un-
dergoing hepatic resections and increase the number of
organs suitable for transplantation. These strategies may
improve the outcome of patients receiving marginal grafts
that would not otherwise have been transplanted, lead-
ing to new possibilities for clinical transplantation. How-

activation to protect steatotic liver grafts against damage
associated with transplantation.
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3. TERCERESTUDIO

Adiponectin y resistin protect steatotic livers undergoing transplantation

Moénica B. Jiménez Castro, Arani Casillas Ramirez, Mariana Mendes Braz, Marta Massip

Salcedo, Jordi Gracia Sancho, Maria Elias Miro, Juan Rodés, Carmen Peralta.

Journal of Hepatology. 2013;59:1208-1214.

No se observaron cambios en los niveles de estas adipocitoquinas (adiponectina, resistina y
visfatina) en higados no esteatdsicos, lo cual estd en consonancia con la inefectividad del pre-
tratamiento de tales adipocitoquinas en este tipo de injertos. No se observaron alteraciones en los
niveles de visfatina en los injertos esteatdsicos y por consiguiente la modulacion farmacologica no
indujo cambios en el dafio hepatico. Por otra parte, los injertos esteatdsicos exhibieron una
reduccion en los niveles de adiponectina y resistina (tanto en los niveles de proteina como de
mRNA) cuando se sometieron a trasplante. La adiponectina se localizd principalmente en las
células endoteliales de los vasos portales, en los sinusoides y en los hepatocitos. La
inmunorreactividad para resistina se limito a los sinusoides hepaticos y a los hepatocitos. El pre-
tratamiento con adiponectina protegio a los injertos esteatdsicos, y lo hizo a través de un
mecanismo dependiente de resistina e independiente de visfatina. De hecho, la administracién de
resistina en higados esteatosicos sometidos a trasplante redujo la lesion hepatica y aumento la
proliferacion celular y la supervivencia de los receptores mientras que si se inhibe la resistina, la
adiponectina no protege a los injertos hepaticos esteatosicos. La acumulacion de resistina inducida
por adiponectina activé a la via PI3K/Akt. La administracion de adiponectina o resistina aumento
la expresion de PI3K/Akt mientras que la inhibicion de la resistina eliminé los beneficios de la
adiponectina sobre esta via de sefializacion celular. Los resultados de este estudio sefialaron al
AMPK como un mediador cascada arriba en la via adiponectina-resistina-PI3K/Akt en injertos
hepaticos esteatosicos sometidos a trasplante. Nuestros estudios basados en la modulacién
farmacologica del AMPK indicaron que estrategias dirigidas a aumentar la adiponectina
incluyendo activadores del AMPK o la induccién del PC isquémico (el cual activa AMPK)
aumentaron los niveles de resistina y activaron la via PI3K/Akt, protegiendo asi a los injertos
hepaticos esteatosicos.



Resultados

156

Transplantation

Research Article

JOURMNAL OF
HEPATOLOGY

"BEASLHE

Adiponectin and resistin protect steatotic livers
undergoing transplantation
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Backzround & Aims: Numerous steatotic livers are discarded for
transplantation because of their poor tolerance to ischemia-
reperfusion. Controversial roles for adipenectin and related adi-
pocytokines visfarin and resistin have heen described in different
liver pathologies, nevertheless itis unknown their possible impli-
cartion in ischemia-reperfusion injury associated with liver trans-
plantation. Our study aimed at characterizing the role of the
adiponectin-derived molecular pathway in transplantation with
steatotic and non-steatotic liver grafts.

Methods: Steatotic and non-steatotic liver transplantation was
carried out and the hepatic levels of adiponectin, visfatin and res-
istin were measured and modulated either pharmacologically or
surgically.

Results: Steatotic liver grafts exhibited downregulation of both
adiponectin and resistin when subjected to transplantation.
Adiponectin pre-treatment only protected steatotic grafts and
did it so through a visfatin-independent and resistin-dependent
mechanism. Adiponectin-derived resistin accumulation activated
the PI3K/Akt pathway, unravelling AMPK as an upstream media-
tor of adiponectin's actions in steatotic grafts. Strategies aimed at
increasing adiponectin incleding either AMPE activators or the
induction of ischemic preconditioning (which activates AMPK)
increased resistin accumulation, prevented the downregulation
of PI3KjAkt pathway and protected steatotic liver grafts, Con-
versely, PI3K/Akt pathway upregulation and hepatic protection
induced by adiponectin were abolished when resistin action
was inhibited.

Keywords Adiponecting  Resistin; Visfatin, Steatoric liver grafts; Lwver
tranp lantatisn,
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Abbreviarions: IR, ischemia-reperfison; PC ischemic preconditioning: Ob, obe-
s¢; Ln, lean; TR tansplantation; UW. Unbversity of Wisconsing AMPK, AMP-
activated protein kinase; AICAR amingimidazede—-carboxamide ribonieclsosde;
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Conclusions: Qur findings reveal a new protective pathway in
steatotic liver transplantation, namely AMPK-adiponectin-resi-
stn-PI3K/Akt, which may help develop new strategies aimed at
increasing either adiponectin or resistin in the steatotic liver
undergoing transplant to ultimately increase organ donor pool
and reduce waiting list.

4 2013 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All nights reserved.

Introduction

Owing to the discrepancy between organ donation and the
demand for liver transplantation, expanding the liver donor pool
is of vital importance, The potential use of steatotic livers, which
are amongthe most commaon types of organs from extended -crite-
riadonors, has become a major focusof investigation for transplan-
tation, Unforturately, more than 50% of livers thatare considered
as not suitable for transplantation due to their pathological condi-
tions are discarded because of the presence of fatty infiltration.
Steatotic livers are more susceptible to ischemia/reperfusion (I}
R)injury, and when they are transplanted, they lead to poorer out-
COMES in comparison with non-steatotic livers. Indeed, the use of
steatotic livers for transplantation is associated with an increased
risk of primary non-function or dysfunction after surgery [1,2].

It has been suggested that the pathogenesis of fatty liver dis-
eases is associated with deregulated production and release of
novel adipocytokines, including adiponectin, visfatin and resistin
|3]. Since the discovery of adiponectin, diverse experimental and
clinical studies have demonstrated that adiponectin mediates
anti-inflammatory effects [4-6|, To the best of our knowledge,
only 2 studies have reported a rele for adiponectin in steatotic
livers subjected to I/R. Massip-Salcedo et al. [7| showed injurious
effects of adiponectin on steatotic livers subjected to 60 min of
warm ischemia, However, Man et al [4| demonstrated the
anti-inflammarory effects of adiponectin in small fatty grafts
subjected to 40 min of cold ischemia The aforementioned data
suggest that the role of adiponectin depends on the surgical con-
ditions. Therefore, one of the aims of the present study was to
determine whether adiponectin should be inhibited or activated
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to protect steatotic livers undergoing 6 h of cold ischemia, which
is commonly used in cadaveric donor liver transplantation [8].

As far as we are concerned, the effects of either visfatin or res-
istin in hepatic I/R injury have not been determined previously.
Resistin has been described as an adipokine that exert injurious
effects in liver diseases. Indeed, increased resistin levels in non-
alcoholic farty liver disease patients [9] and patients with cirrho-
sis [10] were related to the severity of the disease, On the other
hand, the role of visfarin in the pathogenesis of liver diseases is
less clear. As visfatin shows pro-inflammatory properties in var-
ious inflammatory disorders such as sepsis and inflammatory
bowel disease [11,12], it was suggested to he one of the media-
tors connecting ebesity with inflammation. Moreover, a potential
role of visfatin in the pathogenesis and progression of
non-alcoholic fatty liver diseases has been reported [13]. How-
ever, opposite results regarding the role of visfatin indicate that
this adipocytokine has hepatoprotective effects [ 14| or even does
not seem to be asseciated with inflammation [15].

Here we examined the generation of adiponectin, visfatin and
resistin i steatotic and non-steatotic livers undergoing trans-
plantation. We investigated whether modulating adiponectin,
resistin andjor visfatin could protect steatotic and non-steatotic
liver grafts against damage associated with liver transplantarion
In addition, we compared the effects of pharmacological treat-
ments that modulate these adipocytokines in liver transplanta-
tion to those obtained after applying ischemic preconditioning
{PC). To date, despite intense research efforts, PCis the only sur-
gical strategy that has been successfully applied in patients with
steatotic livers undergoing warm or cold ischemia conditions [1].
The effects of this surgical strategy on adiponectin, visfatin and
resistin in liver transplantation remain unknown Only a full
appraisal of the molecular basis underlying PC in both non-
stearotic and steatotic fivers will facilitate the design of new
clinical applications of PC in liver surgery, as well as new phar-
macological strategies to simulate its effectiveness.

Materials and methods
Experimental animak

Thisstudywas performead wsing homozygous| asese [Ob]j and heterozygous (lean
|Ln} Zuscker mrs( iifaCredo, L Arbresele, France) ar 10 1011 weeks. Steatosis in Fuc-
ker@tsis not assoc lated withinflammation Obrats showed mode mte macrovesic-
vlar and microvedcular farty infiltraton in hepatocytes (40-60% steatosis)
whereas Lo rats showed o evidence of steatosis | 16] Analysesof trighpeeride con-
tent and Gty droplet accumilation in seatotic livers revealed that, under our con-
ditions, the dnegs wsad did not indiece changes in lver eatosis: All procedures
‘were performed wnd er isofluane inhal atien anestheda | 16] This shedy conformead
to European Union regul ations | Directive 86606 EEC) for animal ex peri ments. Ani-
mals were rand omly distributed intogroups a3 descnbed below,

Experimental deagn

Group 1. Sham. Ln and Ob animals were subjected 1o transverse laparotomy. Silk
ligatures were applied to the right suprarenal vein, diaphragmatic vein, and hepa-
tic antery [16]

Croup 2 TR In subgreup 2.1, steatotkc livers from Ob Zucker ras wem
fleshed with University of Wiscensin (UW) selution, isdated. presarved in ice-
cold UW solution for & h |16] and implanted Into Ln Zucker rats acconding to
the Kamada cuff technigue withost hepatic artery reconstrection [17) In sub-
moup 22, the same surgical procedure was repeated, but with Ln Zucker mts
a5 donors and reciplents. Duration of anhepatic phase was 17-19 min |16].
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Gmup 3. TR+ adiponectin. Same a5 group 2, but donors wene treated with
recombinant adiponactin (1.5 mafkg, v, AdipoGen Inc., Korea) 20 min before
the surgcal proceder [4.71

Group 4. TR+ adiponectin + anti-adiperectin Same a5 groep 2.1, but denors
were treated with recombinant adiponectin (1.5 mgikg. i) 20 min befre the
surgical procedure [4.7) and anti-adiponectin antibody (3 mg/fke. Lv. R&D Sys-
tems, LSAL 30 min before the surgical procedure {181

Group 5. TR + visfatin Same as growp 2, but doners wene treated with recom-
binant vzftin (50 pefke iv. Enzo Life Sdences. Switzerland]. 10 min before the
surgical procedure [19)

Group 6. TR+ ano-visfatin, Same as growp 2.1 but denors were treated with
an anthwisfatin neutralizing antibody (500 pgikg. (v, AdipoGen Inc. Koma),
30 min befoe the surgcal procedure |20]

Goup 7. TR + adi ponectin +antiresistin. Same as group 2.1, but donors were
treated with recombinant adi ponactin { 1.5 mg/kr., el 20 min be fere the aingical
procedure |47 and anti-resistin antibody (1 mgfkg v Merck Millipore, USAL
30 min before the surgical procedure [211

Group 8. TR + resistin Same a: group 2, but donors were treatad with recom-
binant resistin (100 pgikg. Lv.; PeproTech Inc, USAL 100min befors the surgical
proceduine |22].

Grniep 9. TR + resbstin + ant i-ad] ponectin. Same as group L1, but donors were
treated with recombinant resistin{ 100 jagfkg, D), 10 min before the surgical pro-
cedure | and anti-adiponectin antibody (3 mgfkg v RRD Systems. USA)
30 min before the surgcal procedure [1EL

Group W PC+ TR Same as group 21, bur donors were treated with PC
{induced by 5 min of ischemia fllowed by 10 min of reperfusion) befare livers
were flushed and preserved in UW solution |16

Grop 11 TR+ AMM activator. Same a5 group 2.1, it donors were treated
with the AMMactivated profein kinase (AMPK) activater amineimidazole-4-
carboxamide ribomecloside (ACAR, 100 mgke |v_ Toronto Research Chemicals,
Canadal 5 min before the surgical procedure [161

G 12 PC+ TR+ AMPK inhibitor. Sameas group 2 1, but donars wera Trea-
ted with PC and the AMPK inhibitor adenine 8-p-D-arabinofuranoside {100 peikg)
min, L. Sigma-Aldrich, USAL 10 min before the surgical procedure | 16].

The doses and pre-meat ment times wsad for the different drisgs wereselectad
on the basis of previsws studies described above and preliminary stutises from our
group. Contmd expen ments were performed wsing the vehicles of the drigs wsed
in this stsdy.

Far all determinatins (excliding Ki-67), plasma and liver samples were cal-
lected 4 h after transplantation. A cold ischemic period of & his long enough to
induce lver damage after tmnsplantation in both Bver grafis and to allow high
survival at 4h after mansplantation [16L The proporton of proliferating
cells, estimated by Ki-67 immunastaining. was evaluated at 3 days after trans-
plantation | 231 Additionally, the survival of receptors was monitored for 14 days
1181

Reverse transcription and quantitarive polymerase chain reaction

Quantitative meal-time polymerase chain macthon analyse was performed
using the Assays-an-Demand TagMan probes (RnDD525250_m1 for adiponectin;
Ro0E8I303_mT for visfatn: Rnd0595234_ m1 for reskting Rni0B&ETEED_m1
for p-actin) (Applied Biosygems, USA] according to the mamsfachirer's
protoocl

Western blocting of MIK and Akr

Westem blotting was performed as described |24 using the fllowing ant ibod-
ies: phosphoinositide-3-kinasze (PI3K) (Cell Skgnaling Tec hnokegy, USAL total and
phesphoryated Akt (T-Akt and p-Akt respectively, Santa Cruz Blotechnology,
USA) and fractin (Sigma-Aldrich, USAL

Blochamical dererminations

Transaminases (AST and ALT) and #-G5T were measuned wsing standard prooe-
dures Adipekines were measured using enryme-linked immunosorbent asay
kits fior adiponectin resistin (Adipogen Inc. Korea ) and wsfitin (B-Bridge Inte ma-
tional, USA) acconding to the manufacturers Instructions. Caspase 3 activity
aszay (a5 an index of apoptosis) and AMM activity were measured as described
ekawhere |2526].
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Hisrology and red oil staiming

To appraise the severityof he paric injury, hematooylin and eosin-2ained sections
were evaleated wsing a point-counting method on an ondinal scale as follows:
grade 0, mirimal or ne evidence of injury; grade 1, mild injury consisting of cyto-
plasmic vacuolation and focal neclear pyknoss: grade 2, moderate 1o sewere
injury with extensive muclear pyknasis. cytoplasmic hypereosinophilia. and loss
of intercellular borders; and grade 3, severe necosts with disintegmtion of hepa-
tic conds, hemorrhage, and newtrophil infiloration |16) To apprakse the hepatik
farty droplers content, Red ol staining was peformed wsing s andand procedu mes.

TUNEL sraining

LiNA fragmentation was determined wsing 2 TUNE assay in de paraffinized liver
samples according to the manfacturer's instrictions { Chemicon, LA [25]

Imomumachemisory for Ki-67, adipanecrin and resistin

The proportion of proliferating cells was estimated by K-67 |mmunostaining
| 23] Liver samples were immunistained with 2 monoclonal antibody against
Ki-67 {(chene SPG, Abcam, UK) or polyclonal antibodies agains either adipenectin
or resistin { R&D Systems, USA)

Srarisnes

Data are expressed as means + gandant amorand were compared statisically via
one way analysis of variance (ANOVA) followed by post hae Stodent-Newman-
Keuls test. Survival was estimated with the Kaplan-Meier method and was com-
pared with a long-rank test p 20005 was consdered simificant

Results

Adiponecin, visfatin, and resistin in stearotc and nan-steatoric fiver
transplantarion

Adiponectin, resisitin, and visfatin mRMA expression and protein
levels in non-steatetic liver grafts of the TR group were similar to
those found in the Sham group (Fig, 1). This is consistent with our
findings indicating that non-steatotic grafts were not protected
when either adiponectin, resistin or visfatin was administered
{ALT levels, 1640+ 168, 1635+ 230, 1540 = 225, and 1590+ 205
for the TR + adiponectin, TR + resistin, TR + visfatin, and TR groups,
respectively; AST levels, 2120 £312, 2159 2328, 2089 £ 355, and
20752332 for the TR+ adiponectin, TR + resistin, TR + visfatin,
and TR groups, respectively; TR and TR+ adiponectin; TR and
TR +resistin, and TR and TR + visfatin, p = ).

A marked reduction in mENA expression and protein levels of
both adiponectin and resistin was observed in steatotic liver
grafts of the TR group with respect to its Sham group (Fig. 1A
and B). Resistin treatment (TR + resistin group) did not modify
adiponectin levels in steatotic grafts, whereas TR +adiponectin
group showed increased hepatic resistin levels in comparison to
the TR group.

In the Sham group, hepatic adiponectin protein expression
was localized primarily in endothelial cells of portal vessels, sinu-
soids and hepatocytes (Fig. 2A) Immunoreactivicy for resistin
was confined to liver sinusoids and hepatocytes (Fig. 2B). Both,
adiponectin and resistin staining in non-steatotic liver grafts of
the TR group was similar to the sham group. However, adiponec-
tin and resistin staining was markedly lower in steatotic liver
grafts of the TR group compared with the Sham group (Fig. 2)

Visfatin mRNA and protein levels in steatotic grafts of the TR
group were similar to those in the Sham group (Fig 1C)
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Fig. 1. Adipenectin, visfatin, and resistin in steatotic and non-steatotic bver
transplantation. Expression of mENA and protein levels of (A) ad iponectin, (B)
resistin and (C) visfatin (6 transplants per growp in each measuremeant); °p .05
vz sham, “p 4005 s TH.

Accordingly, the pharmacological modulation of visfatin in
steatotic liver grafts did not induce changes in hepatic damage
(Fig. 3A and B).

a-GST levels inall groups of the present study followed a pat-
tern similar to that described for transaminases {data not shown).

Resistin involvement in adiponectin-induced effecs on hepatic injury
in sreatotic liver ranspianration

Adiponectin administration (TR + adiponectin group} protected
steatotic grafts, as the biochemical and histological parameters
of hepatic injury were lower than those recorded in the TR group.
Interestingly, the benefits of adiponectin were abolished
when antibodies anti-adiponectin were administered (TR +
adiponectin + anti-adipanectin group ) (Fiz. 3A and B). Our results
indicated that when resistin was inhibited, adiponectin did not
protect steatotic liver grafts against damage, Indeed, the
TR + adiponectin + anti-resistin  group showed no beneficial
effects since resulted in hepatic injury parameters similar to
those in the TR group (Fig. 3A and B). Remarkably, resistin admin-
istration to steatotic livers undergoing transplantation (TR +
resistin group) resulted in significant amelioration of liver injuny.
The benefits of resistin were unmodified when antibodies anti-
adiponectin were administered (TR + resistin + anti-adiponectin
group), indicating that if adiponectin action is inhibited, resistin
is still able to protect steatotic liver grafis.
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Mon-sEantic ver

Steartic lver

Mon-stastolt Iver

Staatot lver

Az 2. immunolecalizadon of adipenectin and resistin in steatotic and non-
seatote lver ramsphntaton. Expession of both (A} adiponectin and (B)
resizrin in endothelial cells of poral vessels, gnsodds, and hepatocytes in sham
and TR groups (10x)_(This Agere appears in ooleur on the web.)

Steatotic grafts of the TR group showed extensive and conflu-
ent areas of coagulative necrosis with neutrophil infiltration that
were reduced in number and extension in the TR + adiponectin,
TR + resistin and TR + resistin + anti-adiponectin groups (Supple-
mentary Fig. 11 TR+ visfatin, TR + anti-visfatin, TR + adiponec-
tim + anti-adiponectin, and TR + adiponectin + anti-resistin led to
histological lesions in steatotic grafts similar to those of the TR
group, Apoptosis analysis, by means of TUNEL and caspase 3
activity, showed no differences comparing all steatotic groups
{Supplementary Fig. 2 and Fig. 3C). No apoptosis was also
observed in steatotic liver grafts at earlier or later time points
(data not shown). This is in line with previous studies indicating
that necrosis rather apoptosis is the predominant form of hepato-
cyte death post-reperfusion in steatotic liver grafts undergoing
6 h of cold ischemia [25], With regard to cell proliferation, the
number of Ki-67-positive hepatocytes in the TR+ adiponectin,
TR #resistin_ and TR + resistin + anti-adiponectin  groups was
higher than in the TR group. The percentage of Ki-67-positive
heparocytes in TR + visfatin, TR + anti-visfatin, TR + adiponectin +
anti-adiponectin, and TR +adiponectin + anti-resistin  groups
was similar to that of the TR growp (Fiz 3C and
Supplementary Fig 31

Survival experiment evidenced that recipients transplanted
with steatotic grafts without any treatment (TR group) showed
30% survival at 14 days, most of the deaths cccurming within
the first 2 days (Fig. 3B}, Treatment with adiponectin (TR + adipo-
nectin group) or resistin (TR + resistin group ) reduced lethality in

JOURNAL OF HEPATOLOGY

recipients compared with the TR group {p <0.05)and resulted in a
T0% survival rate at 14 days, Survival amelioration was not
observed in the TR + adiponectin + anti-resistin group (p= n.5.),

Modularion of FI3KAkr parhway by resistin in steatotic fiver
trans plantarion

Nexr, we attempted to explain how resistin may protect steatotic
liver grafts, Considering previous data in myocardial infarction
suggesting thar the acrion mechanisms of resistin occur by a
PI3K/Aktdependent pathway [27], we evaluated whether resistin
upregulation induced by adiponectin affected the PI3K/Akt path-
way in steatotic grafts. In the TR group, protein levels of PI3K and
pAkt (the primary target of PI3K-initiated signaling) were lower
than in the Sham group (Fig. 4A) Importantly, TR +adiponectin
and TR +resistin groups, showed higher levels of PI3K and pAke
than in the TR group. The inhibition of resistin action (TR +
adiponectin + anti-resistin group) abolished the effects of adipo-
nectin on PI3K/Akt pathway, since it resulted in P3K and pAke
levels similar to those in the TR group (Fiz. 4A) Thus, adiponectin
treatment increased resistin in steatotic liver grafts and this was
associared with PI3K and pAkt levels higher than those observed
in the TR group.

Effect of AMPK on adiponectin, resisicin and FI3iAke pathway in
srearoric fiver rransplancation

The beneficial effects of AMPK activators such as AICAR and PCin
steatotic liver transplantation were previously reported by our
group using the same experimental approaches described here
|1626], however, the responsible mechanisms remain poorly
understood, We investigated whether AMPK activation by either
AMPK activators or PC induction could affect adiponectin-
resisitin-P13K/Akt pathway in steatotic liver grafts. PC induction
and AMPK activator AICAR (PC+TR and TR + AMPK activator
groups) increased AMPK activity when compared with the TR
group. AMPEK activity (pmolimg prot/min) was 43597 £ 1.38,
1127+ 0,96, and 107.0+ 3.6 for TR, PC + TR and TR + AMPK acti-
vator, respectively (p<0.05). AMPK inhibition {PC+ TR + AMPK
inhibitor group) resulted in AMPK activity levels (4461 £3.78)
similar to those of the TR group, Herein we show that PC+ TR
and TR + AMPK activater groups increased adiponectin and resi-
stin (Fig. 4B) and P13K and p-Akt levels (Fig. 4A) when compared
with the TR group. These findings were associated with a reduc-
tion in transaminases and the extent and number of necrotic
areas {(Supplementary Fg 4A) Conversely, AMPK inhibition
(PC + TR + AMPK inhibitor) abolished the benefits of precondi-
tioning (PC + TR group) on adiponectin, resistin, PI3K/Akt path-
way (Fig. 4) and hepatic injury (Supplementary Fig 4} The
damage score values in all groups of the study are shown in Sup-
plementary Fig. 4. Apoptosis analysis showed no differences
between groups (Supplementary Fig. 48). The number of Ki-67-
positive hepatocytes in the PC+TR and TR+ AMPK activator
groups was higher than in the TR group. The percentage of
Ki-67-positive hepatocytes in the PC + TR + AMPK inhibitor group
was similar to that of the TR group {Supplementary Fig. 4C).

Discussion

In contrast with the key role of visfatin in different i nflammatory
diseases |11-13], we report by the first time thar visfatin is not
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involved in either the vulnerability of steatotic livers to damage
associated with transplantation or in the benefits of adiponectin
in steatotic liver transplantation. Indeed, in our surgical condi-
tions, visfatin mRMA and protein levels after transplantation were
similar to the Sham group. By contrast, we herein show that stea-
totic livers are more predisposed to downregulate both adiponec-
tin and resistin when subjected to transplantation, presumably
due to impaired hepatic predoction. Indeed, this finding is in line
with previous data showing that adipocytokines might be down-
regulated under stress conditions, at both protein and mRNA lev-
els [4L

Pharmacological strategies aimed at modulating adiponectin
were irrelevant for non-steatotic liver grafts submitted to & h of
cold ischemia. However, our results indicate that we should acti-
wvate the adiponectin signalling pathway to protect steatotic liver
grafts against damage associated with transplantation. In con-
trast to other studies that describe resistin as an adipocytokine

responsible of hepatic inflammation associated with different
liver diseases |9,10,28,29], here we describe for the first time that
resistin pre-treatment could be a useful strategy to reduce the
vulnerability of steatotic livers submitted to transplantation.
Interestingly, this strategy specifically benefited steatotic liver
grafts but was ineffective in non-steatotic livers.

Ourresults suggest a potential pathway based on the relation-
ship between adiponectin and resistin in steatotic liver trans-
plantation. Experimental data indicate that chronic high-fat diet
feeding decreased adiponectin and increased resistin plasma lev-
els, indicating 2 megative comelation bebween both adipocyto-
kines |30]|, however, in obese patients with non-alcoholic fatty
liver disease, no comelation between adiponectin and resistin
was described [31,32]. In contrast with these data, our results
indicate that adiponectin might be a positive regulator of resistin
in steatotic liver grafts undergoing transplantation. Here we
report that adiponectin pre-treatment increased resistin in
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steatotic liver grafts and protected them against damage, when
compared with the non-treated group. The beneficial effects
induced by adiponectin were abolished when resistin action
was inhibited. Finally, the reduced hepatic damage parameters
obtained after resistin activation using recombinant resistin rein-
forced the benefits of this adipocytokine in steatotic liver
rransplantarion.

To better understand why resistin overexpression would pro-
tect steatotic liver grafts against damage associated with trans-
plantation, and based on previously published results in the
heart |27 |, we evaluated whether resistin activation induced by
adiponectin affected the PI3K/Akt pathway in steatotic liver
grafts. Importantly, the PI3K/Akt signaling pathway limits hepa-
tocyte dearh and plays a crucial role in cell survival [1,24]. Herein
wie show that treatment with either adiponectin or resistin pre-
vented the downregulation of the PI3K/|Akt cell survival signaling
pathway ohserved in steatotic liver grafts after transplantation.
Interestingly, blockade of resistin abolished the effects of adipo-
nectin on the PI3K/Akt pathway in steatotic liver grafts, suggest-
ing a new mechanism, namely PI3K/Akt regulation, to explain

Joumnal of Hepatology 2013 vel. 59 | 1208-1214

why resistin activation induced by adiponectin protects steatotic
liver grafts. While previous data indicate that adiponectin acti-
vates AMPK in the liver [33,34|, herein we report a regulation
in the reverse direction since AMPK increased adiponectin in
steatotic liver grafrs. Indeed, AMPK activation either by AICAR
administration or by PC increased the accumulation of adiponec-
tin in steatotic liver grafts. This in furn, increased resistin, acti-
vated P3KJAkt pathway and protected steatofic livers against
damage that follows transplantation

In light of the above mentioned results, pharmacological strat-
egies aimed at modulating adiponectin and resistin would prob-
ably be irrelevant in non-steatotic livers under these surgical
conditions. However, this seems to be not the case in the pres-
ence of steatosis. Steatotic liver grafrs downregulated both adipo-
nectin and resistin after transplantation, and the treatment with
either adiponectin or resistin protected them. Our results define
that adiponectin may increase resistin and this in furn ppregu-
lates PISK/Akt pathway, overall protecting steatotic fiver grafts,
In terms of clinical applications, drugs able to regulate these adi-
pocytokines, namely adiponectin and resistin, have the potential
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to increase organ donor-pool for transplantation since they may
improve the outcomes of steatotic liver grafts that otherwise
would not be transplanted.
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Figura Suplementaria 1.

Supplementary Figure 1. Representative photographs of histological lesions in steatotic liver
transplantation. Area of coagulative necrosis was analyzed by H&E (10x).
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Figura Suplementaria 2.

Supplementary Figure 2. Representative photographs of apoptotic hepatic cells in steatotic liver
transplantation. Apoptosis was evaluated by TUNEL (10x).



Resultados 165

Figura Suplementaria 3.
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Supplementary Figure 3. Representative photographs of Ki-67-positive hepatocytes in steatotic
liver transplantation. The number of Ki-67-positive hepatocytes was evaluated by
Immunohistochemistry (10x).
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Figura Suplementaria 4.
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Supplementary Figure 4. Role of AMPK on hepatic injury and cell proliferation in steatotic liver
transplantation. A) Trasaminases levels, damage score and histological lesions, B) caspase 3
activity levels and TUNEL-apoptotic hepatic cells and C) percentage of Ki-67-positive hepatocytes
and immunohistochemical staining of Ki-67-positive hepatocytes, (n=6 transplants per group in
each measurement), (10x) *P < 0.05 versus Sham, P < 0.05 versus TR, “P < 0.05 versus PC+TR.
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La lesion por I/R hepatica, inherente al trasplante hepatico, continia siendo un problema sin
resolver en la practica clinica a pesar de los avances en los tratamientos farmacoldgicos, en mejoras
de las soluciones de preservacion y en el establecimiento de estrategias de terapia génica. En
trasplante hepatico, la I/R es la causa principal tanto del mal funcionamiento como del FPI
hepatico, siendo este ultimo el responsable de 81% de los retrasplantes durante la primera semana
tras la intervencion quirdrgica. Y si esto ocurre en higados sanos aun son mayores los casos de mal
funcion o FPI hepatico cuando el injerto es esteatdsico, de ahi que la esteatosis sea la causa
principal del mayor numero de o6rganos considerados no aptos para el trasplante, acentuando asi la
problematica de la falta de injertos hepaticos para trasplante [17]. Se sabe que de todos los higados
patologicos que no se consideran aptos para trasplante, mas del 50% no se consideran aptos por ser
esteatosicos. Esto acentua la problematica de la falta de 6rganos para trasplante. Ademas, se espera
una mayor prevalencia de esteatosis en la poblacion en general y por lo tanto en la cirugia hepatica
[102]. Teniendo en cuenta estas observaciones, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias
protectoras para minimizar los efectos adversos de la lesion por I/R en los higados esteatdsicos.
Esto incidiria positivamente en mejores resultados post-trasplante, en una mayor disponibilidad de
injertos hepaticos para trasplante y consecuentemente en una reduccidn en las listas de espera de

pacientes que requieren un trasplante de higado.

Diferentes estudios realizados en higados no esteatdsicos de donantes a corazén parado y
sometidos a isquemia [291-293], y en modelos de higado perfundido aislado [294] han descrito que
estrategias que aumentan el AMPc pueden ser relevantes en el tratamiento de la lesion por /R
hepatica. Sin embargo, los resultados aqui presentados indican que el AMPc no juega un papel
crucial en la lesion inducida por I/R en los injertos hepaticos no esteatdsicos sometidos a trasplante.
Este tipo de higado mostraron niveles de AMPc similares a los del grupo sham), y estrategias
farmacologicas que modularon los niveles de AMPc no proporcionaron ninguna proteccion frente
a la lesion hepatica.

Ademas de lo anterior, aunque la induccidn del PC protegid a los injertos hepaticos no esteatdsicos
frente a la lesion por I/R, sus beneficios no estuvieron asociados con cambios en los niveles de

AMPc; lo cual indica un rol minoritario del AMPc en esta situacion.

La utilidad de estrategias dirigidas a modular AMPc en el trasplante de higados esteatdsicos no se
habia determinado previamente. En la presente tesis se evidencian los efectos perjudiciales del

AMPc en los injertos hepaticos esteatosicos y se sugiere la utilidad clinica de estrategias que



Discusion 168

bloquean la accion del AMPc (tales como la induccion del PC o inhibidores de la adenilato ciclasa)
en el trasplante de higados esteatdsicos. Sin embargo, el AMPc no es una buena diana terapéutica

en el trasplante de injertos hepaticos no esteatosicos.

La presente tesis pone de manifiesto que el AMPc muestra efectos diferenciales sobre la lesion
hepatica en funcion de las condiciones quirtrgicas, tales como la induccién o no de paro cardiaco,
diferentes tiempos de isquemia y presencia o no de esteatosis hepatica [291-294]. Ademas es bien
conocido que existen multiples vias mediadas por el AMPc [290]; que los 2 receptores
intracelulares del AMPc (proteina quinasa A y proteina de intercambio activada por AMPc)
pueden mediar efectos opuestos del AMPc sobre la proteina quinasa B [297] y que el resultado de
la sefalizacion del AMPc depende de la abundancia y de la distribucidon dinamica de proteina de
intercambio intracelular activada por AMPc y de la proteina quinasa A [290]. Todo esto podria
explicar al menos parcialmente los roles divergentes del AMPc en la I/R hepatica.

A continuacion se explica el por qué una reduccion en los niveles de AMPc inducida por un
inhibidor de la adenilato ciclasa o el PC, protege a los injertos hepaticos esteatdsicos frente a la
lesion por I/R asociado al trasplante. Es bien conocido que la degradacion del ATP durante la
isquemia conduce a una aceleracion de la glucdlisis. Aunque la glucolisis es esencial para la
supervivencia de la célula, también puede ser perjudicial debido a la acumulacién de productos
glucoliticos tales como el lactato [361]. Nuestros resultados indican que en el higado, el aumento
de los niveles de AMPc debido a la isquemia desencadend la activacion de la glucolisis. Esto causo
la acumulacion de las hexosas 6-fosfato, que proceden de la via glucolitica y la consiguiente
formacion de lactato [361,394]. Se puede obtener tolerancia metabolica y funcional frente a la
isquemia mediante intervenciones que eviten la pérdida de metabolitos criticos, tales como el ATP
y limiten la glucolisis anaerdbica y la produccion de lactato [361]. En la presente tesis se
investigaron los efectos de las estrategias que bloquean el AMPc (inhibidores de la adenilato
ciclasa e induccion del PC) sobre el metabolismo energético durante el periodo de isquemia fria.
Los resultados obtenidos mostraron que el bloqueo del AMPc a través de un mecanismo
independiente de NO, preservd el ATP y los nucledtidos de adenina a lo largo de la isquemia fria.
Esta preservacion del ATP, parece no estar relacionada con la produccion de ATP a través de la
glucolisis anaerobica, ya que se observo una relacion inversa entre el ATP y la actividad glucolitica
(estimada por la acumulacién de las hexosas 6-fosfato y la produccion de lactato). En
consecuencia, la preservacion del ATP durante la isquemia fria inducida por los inhibidores del
adenilato ciclasa o la induccion del PC pueden ser el resultado de una menor utilizacion del ATP.

En el contexto de la I/R hepatica, el NO es un importante molécula protectora debido a su accidén
como vasodilatador, antioxidante y anti-neutrdfilos [378,395,396]. Ademas, el NO es uno de los
mediadores de los efectos beneficiosos del PC [125,231,238]. Sin embargo, el NO es perjudicial si
se combina con los RLO ya que puede derivar en la formacion de ONOO- [125]. Esto puede haber
ocurrido en los injertos hepaticos esteatdsicos del grupo del trasplante, ya que se observaron los

siguientes factores: altos niveles de NO y de RLO y la presencia de ONOO-. Los efectos oxidativos
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y citotdxicos del ONOO- estan bien documentados [397,398]. E1 ONOO- reduce las defensas
antioxidantes de las células, inactiva enzimas y modifica proteinas [399]. Se han descrito diferentes
resultados acerca de los efectos del AMPc sobre el NO y los RLO en cultivos celulares en funcién
del tipo celular y las condiciones experimentales evaluadas [295,297,400,401], En las condiciones
evaluadas en la presente tesis, inhibidores farmacoldgicos y quirtirgicos del AMPc (inhibidores de
la adenilato ciclasa y la induccién del PC) aumentaron los niveles de NO y redujeron los niveles de
RLO en los injertos hepaticos esteatosicos. Tales resultados fueron asociados con una reduccion en
los niveles de las nitrotirosinas. A pesar de los altos niveles del NO observados tras la aplicacion
del PC o la administracion de inhibidores de la adenilato ciclasa, los niveles reducidos de RLO
inducidos por ambas estrategias (los cuales fueron similares a los niveles registrados en un sham),
fueron insuficientes para combinarse con el NO y formar ONOO-. Es bien sabido que el ONOO-
solo se forma cuando se producen niveles altos de ambos, NO y RLO [397,398] y esto no ocurre en
nuestras condiciones. Nuestros resultados indicaron que las estrategias que bloquean la accion del
AMPc, mediante la generacion del NO, protegen los higados esteatdsicos frente al estrés oxidativo
y el dafio hepatico. Tales beneficios de los inhibidores del AMPc desaparecieron si inhibimos la
sintesis de NO. Los efectos del NO sobre el sistema generador de RLO (XDH/XOD) y el sistema
antioxidante (GSH) podrian explicar los beneficios del NO sobre estrés oxidativo en injertos de
higado esteatosicos. De hecho, en injertos hepaticos esteatosicos sometidos a trasplante se han
observado niveles reducidos de los sistemas antioxidantes y una alta produccion de RLO generado
por el sistema xantina/XOD. XOD juega un papel crucial en la lesion por I/R hepatica, en
condiciones en las que ocurre una conversion significativa de XDH a XOD (80%-90%) [402]. Esto
sucedié en nuestras condiciones ya que el porcentaje de XOD en los injertos esteatosicos sometidos
a trasplante fue de 90%. Trabajos realizados por nuestro grupo de investigacion en el mismo
modelo de trasplante hepatico demostraron que la inhibicion XOD con alopurinol previno la
produccion de ROS y protegié eficazmente a los injertos hepaticos esteatosicos frente al dafio
inducido por I/R, lo que indica la implicacion de la XOD en la lesion hepatica asociada al
trasplante con injertos esteatosicos. Por lo tanto, cualquier mecanismo capaz de modular la
conversion de XDH a XOD o la acumulacion de sustrato de la XOD (xantina e hipoxantina) podria
proteger los higados esteatdsicos frente al dafio inducido por I/R. Es bien sabido que altos niveles
de hipoxantina o de xantina estan asociados a tasas de supervivencia bajas en injertos hepaticos
sometidos a trasplante [403,404]. Los resultados de este estudio indican que estrategias
farmacoldgicas y quirurgicas que inhiben el AMPc (inhibidores de la adenilato ciclasa y la
induccion del PC) generan NO, lo cual a su vez reduce el porcentaje de XOD en injertos
esteatosicos, protegiendo asi frente al estrés oxidativo. Ademas, la inhibicion del AMPc inducida
por ambas estrategias, y a través de una via independiente del NO, reduce la acumulacion de
sustratos de la XOD. La preservacion del GSH mediada por el NO también podria contribuir a

atenuar los efectos perjudiciales de los RLO en el trasplante de higados esteatdsicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, estrategias que inhiben el AMPc (inhibidores de la
adenilato ciclasa y el PC), a través de un mecanismo dependiente del NO, protegen frente al dafio
celular endotelial y frente a los desordenes microcirculatorios en el trasplante de injertos hepaticos

esteatosicos, ya que reducen los niveles del acido hialurdnico, la permeabilidad microvascular y el
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edema. Es bien conocido que la disfuncion de la microcirculacién es un importante evento en la
lesion por I/R. Un indicador temprano de disfuncion microvascular es el aumento en la
permeabilidad microvascular que permite la extravasacion de proteinas al espacio intersticial y trae

consigo la formacion de edema [405].

Los resultados del primer estudio de la presente tesis indican que en el trasplante hepatico, las
estrategias basadas en el bloqueo de AMPc podrian ser ttiles solo en presencia de esteatosis. En
injertos hepaticos no esteatosicos, las estrategias farmacoldgicas que bloquean la accion del AMPc
(SQ22536) no protegieron frente al dafio y ademas el AMPc no es clave en los mecanismos de
proteccion del PC. Los resultados expuestos en la tesis permiten explicar como tales estrategias
protegen en presencia de esteatosis. Ralentizaron la degradacion del ATP y limitaron la
acumulacion de lactato, lo que probablemente permitié a las células sobrevivir en condiciones
adversas. Ademas, se demostrd que los bloqueadores del AMPc generaron NO, el cual redujo la
actividad de la XOD, preservd los sistemas de antioxidantes como el GSH, y protegid los injertos
esteatosicos frente al dafio de las células endoteliales y las disfunciones microcirculatorias
asociadas al trasplante. Con respecto a las posibles aplicaciones clinicas, por una parte, tales
estrategias aumentar la viabilidad de los injertos con reducida esteatosis que se someten a trasplante
y presentan deficientes resultados post-operatorios. Por otro lado, podrian mejorar las condiciones
iniciales de los injertos hepaticos con esteatosis severa, que no se consideran aptos para trasplante
por sus condiciones patoldgicas, lo cual incidiria positivamente en una reduccién en las listas de
espera. Evidentemente se requieren futuros estudios para confirmar la viabilidad de estas
estrategias basadas en el bloqueo del AMPc, especialmente en donantes inestables que hayan

experimentado estrés secundario a hipotension y vasopresores.

Siguiendo con los objetivos de la presente tesis a continuacion se investigod si el TUDCA era capaz
de proteger a los injertos hepaticos esteatosicos y no esteatosicos sometidos a trasplante después de
6 horas de preservacion. Previamente a nuestros estudios, se habian descrito resultados indicando
que el TUDCA era capaz de proteger a ambos tipos de injertos sometidos a 2 horas de preservacion
en solucion HTK frente a la lesion por I/R asociada al trasplante mediante una reduccion del estrés
del RE. Sin embargo no se conocia si dichos efectos podrian ser extrapolables a injertos hepaticos
esteatosicos y no esteatosicos sometidos a 6 horas de preservacion fria (un tiempo comunmente
usado en la practica clinica) en solucion de UW (la solucién estandar usada en trasplante hepatico).

Los resultados obtenidos en la presente tesis, sugieren que el TUDCA puede jugar efectos
protectores en trasplante hepatico singénico y alogénico con injertos esteatdsicos. En las
condiciones evaluadas en esta tesis, no se observd estrés del RE en ambos tipos de injertos
sometidos a 6 horas de isquemia fria. El TUDCA fue solamente efectivo en los injertos
esteatosicos, pero sus beneficios no cursaron a través de una regulacion en el estrés del RE. Por lo
tanto, usar como diana terapéutica el estrés del RE, no seria de utilidad clinica en injertos

esteatosicos preservados en solucion UW durante 6 horas de isquemia fria.
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Seguidamente se evaluaron los mecanismos moleculares implicados en los beneficios del TUDCA
en trasplante con injertos esteatdsicos. Nuestros resultados indicaron que los beneficios del
TUDCA no se pueden explicar por una reduccion en el estrés oxidativo. Por otra parte, el TUDCA
redujo los niveles de PPARy en injertos hepaticos esteatosicos y a través de este mecanismo
protegio los injertos esteatdsicos. De hecho, el pre-tratamiento con agonistas del PPARy elimind
los efectos beneficiosos del TUDCA sobre la lesion hepatica. Tales efectos se observaron tanto en
trasplante hepatico isogénico como alogénico. Atendiendo a estos resultados, se decidio analizar si
la inhibicion de PPARy inducida por TUDCA afectaba la via del TLR4 en los injertos hepaticos

esteatdsicos.

La inhibicion de la accion del PPARY, con un antagonista del PPARy, aumentd la expresion de la
via del TLR4 dependiente de TRIF en injertos esteatosicos y redujo la lesion hepatica. Al igual que
los inhibidores del PPARY, la administracion de activadores de la via del TLR4 protegio a los
injertos esteatosicos frente a la lesion asociada al trasplante. Por otra parte, la activaciéon de PPARy
elimino los beneficios de TUDCA sobre la via del TLR4 y sobre la lesion en injertos esteatosicos.
Por lo tanto, estos resultados sugieren un nuevo mecanismo basado en la via de sefializacién
TUDCA-PPARY-TLR4 en el trasplante hepatico con injertos esteatdsicos. Asi pues, tanto en
trasplante hepatico singénico como alogénico con injertos esteatosicos, la administracion de
TUDCA inhibe PPARY y esto se traduce en una activacion de la via del TLR4 (especificamente via

del TRIF) y consecuentemente en una proteccion frente a la lesion hepatica.

A parte de los hallazgos mencionados anteriormente, los resultados de la presente tesis evidencian
una reduccion de la expresion de la proteina TLR4, dependiente de TRIF, en trasplante con injertos
esteatdsicos, mientras que no se observaron alteraciones en la via MyD&8. Futuras investigaciones
centradas en el estudio de diferentes moléculas que juegan un papel clave en la regulacion de la
sefializacion de TLR4, como el supresor de sefializacion de citocina (SOCS)-1, SOCS-3 y la IL-1
asociada al receptor quinasa (IRAK)-M [406,407], deberan ser investigadas para dar respuesta a

tales observaciones.

Numerosos estudios apuntan a los efectos perjudiciales del TLR4 en procesos de I/R,
principalmente en injertos no esteatosicos [320,322-327]. En esta tesis se evidencian efectos
beneficiosos de estrategias que aumenten los niveles de TLR4 en trasplante hepatico isogénico y
alogénico con injertos esteatosicos. Para entender estos resultados diferenciales hay que considerar
que los agonistas del TLR4 y el TUDCA (que aument6 el TLR4) se administraron sélo en los
donantes, antes del periodo de isquemia fria. Nuestros resultados estarian en linea con estudios
anteriores en isquemia hepatica normotérmica, indicando que la induccion de un
precondicionamiento quimico usando ligandos del TLR4 protege al higado frente a los efectos
adversos de una posterior I/R [407].

Nuestros estudios no explican el por qué la activacion de la via del TLR4 protege a los injertos
hepaticos esteatdsicos frente a la lesion por I/R asociado al trasplante. Para responder a esta
pregunta, se deben considerar resultados previos obtenidos en células aisladas [406]. Estos estudios

sugieren que un aumento en la actividad de la via del TLR4 induce respuestas beneficiosas; como
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por ejemplo, la induccion dependiente de IRF de los interferones de tipo 1 en hepatocitos y la
interleuquina 10 en macrofagos.

En resumen, el TUDCA protegio a los injertos hepaticos esteatosicos preservados en solucion de
UW durante 6 horas y sometidos a trasplante, a través de un mecanismo de sefializacién
independiente del estrés del RE. Los resultados obtenidos sefialan nuevas propiedades del TUDCA
y del TLR4 en el trasplante de higados esteatdsicos y establecen una relacion entre TUDCA,
PPARy y TLR4. El TUDCA redujo los niveles de PPARy, y esto activo la via del TLR4,
especificamente la via del TRIF, protegiendo asi a los injertos esteatdsicos. Estos resultados
indican nuevas posibilidades de intervenciones terapéuticas basadas en la activacion de la
sefalizacion del TLR4 para proteger a los injertos hepaticos esteatdsicos frente al dafio asociado al
trasplante. Tales estrategias podrian mejorar los resultados post-operatorios de los pacientes
sometidos a resecciones hepaticas o a trasplante y aumentar el nimero de o6rganos disponibles para
el trasplante. Sin embargo, antes de establecer la utilidad de la via del TLR4 como una diana
terapéutica, existen varios puntos a tener en cuenta. Los efectos del TLR4 difieren en funcién de las
condiciones quirtrgicas. Por lo tanto, si bien se requiere inhibir la accion del TLR4 para proteger el
higado en condiciones de isquemia normotérmica, es necesario activar la via del TLR4 para
proteger a los injertos hepaticos esteatosicos sometidos a trasplante. Ademas, la respuesta de TLR4
puede variar e implicar a diferentes vias de transduccion de sefiales en funcidén del procedimiento
quirargico y que actualmente son desconocidas.

Siguiendo con los objetivos de la presente tesis, se investigd el papel de la adipocitoquinas tales
como la adiponectina, resistina y visfatina en la lesion por I/R en el trasplante hepatico con injertos
esteatosicos y no esteatdsicos. Es bien conocido que la esteatosis y la inflamacion en diferentes
patologias hepaticas estd asociada con alteraciones en la regulacion de la produccion de
adipocitoquinas, incluyendo la adiponectina, la resistina y la visfatina [408].

A diferencia del papel clave de la visfatina en diferentes enfermedades inflamatorias [347-349], en
la presente tesis se evidencia por vez primera que la visfatina no estd implicada en la vulnerabilidad
de los higados esteatosicos frente a la lesion por I/R en el trasplante hepatico ni en los beneficios de
la adiponectina en el trasplante de higados esteatosicos. De hecho, en nuestras condiciones
quirtrgicas, los niveles de proteina y de mRNA de la visfatina después del trasplante fueron
similares a los encontrados en el grupo Sham. Por el contrario, los higados esteatdsicos estuvieron
mas predispuestos a una reduccién tanto de la adiponectina, como de la resistina cuando se
sometieron a trasplante, presumiblemente debido a un deterioro en la produccion hepatica de estas
adipocitoquinas. De hecho, este resultado estd en consonancia con estudios previos en los que se
sefiala que la produccion de las adipocitoquinas disminuye en condiciones de estrés, tanto a nivel
de la proteina como de mRNA [367].

Estrategias farmacoldgicas dirigidas a modular la adiponectina, fueron irrelevantes para los injertos
hepaticos no esteatosicos sometidos a 6 horas de isquemia fria. Por otra parte, los resultados de la
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presente tesis indican que se debe activar la via de sefializacion de la adiponectina para proteger los
injertos hepaticos esteatosicos frente al dafio asociado al trasplante.

A diferencia de otros estudios que describen la resistina como una adipocitoquina responsable de la
inflamacidn hepatica asociada a diferentes patologias [345,346,409,410], en esta tesis se describe
por primera vez que el pre-tratamiento con resistina podria ser una estrategia util para reducir la
vulnerabilidad de los higados esteatdsicos sometidos a trasplante. Notoriamente, esta estrategia
seria de utilidad especificamente en presencia de esteatosis, pero seria irrelevante en injertos no

esteatdsicos.

Establecemos una posible via de sefializacion basada en la relacion entre adiponectina y resistina en
el trasplante de higados esteatdsicos. Datos experimentales indican que una dieta cronica alta en
grasas disminuye los niveles plasmaticos de la adiponectina y aumenta los niveles de resistina,
seflalando una correlacion negativa entre ambas adipocitoquinas [411]. Sin embargo, en pacientes
obesos con esteatohepatitis no alcohdlica, no se ha descrito ninguna correlacion entre la
adiponectina y resistina [411,412]. A diferencia de estos datos, los resultados descritos en esta tesis,
indican que la adiponectina podria ser un regulador positivo de la resistina en injertos hepaticos
esteatosicos sometidos a trasplante. En linea con lo anterior, el pre-tratamiento con adiponectina
aumento la resistina en los injertos hepaticos esteatdsicos, lo cual a su vez protegid frente al dafio
por I/R. Si inhibimos la resistina, desaparecen los beneficios de la adiponectina. Finalmente, la
reduccién en los parametros de dafio hepatico que se obtuvieron tras el tratamiento con resistina

confirman los beneficios de esta adipocitoquina en los higados esteatdsicos sometidos a trasplante.

En base a resultados previos obtenidos en corazon [354], se evaluo si la activacion de la resistina
inducida por la adiponectina podria modificar la via PI3K/Akt en injertos hepaticos esteatdsicos. Es
importante destacar que la via de sefializacion de PI3K/Akt juega un papel crucial en la
supervivencia celular [17,414]. Los resultados experimentales obtenidos indicaron que el
tratamiento con adiponectina o resistina activo la via de supervivencia celular PI3K/Akt en injertos
hepaticos esteatosicos. Por otra parte, el bloqueo de la resistina elimin6 los efectos de la
adiponectina sobre la via del PI3K/Akt. Esto sugiere un nuevo mecanismo basado en la regulacion
de PI3K/Akt para explicar por qué la activacion de la resistina inducida por la adiponectina protege
los injertos de higado esteatosicos.

Mientras que estudios previos indican que la adiponectina activa AMPK en el higado [415,416], los
resultados aqui presentados sefialan una relacion inversa, ya que la activacion del AMPK (inducida
por el PC o administracion de AICAR) aumento la adiponectina en injertos hepaticos esteatdsicos.
Esto a su vez, aumentd la generacion de resistina, activd la via PI3K/Akt y protegié a los higados
esteatosicos frente a la lesion asociada al trasplante.

A la luz de lo expuesto anteriormente, estrategias farmacoldgicas dirigidas a modular la
adiponectina y resistina seran irrelevantes en higados no esteatdsicos sometidos a trasplante. Sin
embargo, esto no podria no ocurrir en presencia de esteatosis. Los injertos hepaticos esteatosicos

estan mas predispuestos a una reduccién en los niveles de adiponectina y resistina al someterlos a
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trasplante y el tratamiento con adiponectina o resistina los protegid. Los resultados obtenidos
seflalan que la adiponectina aumenta los niveles de resistina y esto a su vez favorece la activacion
de la via PI3K/Akt, protegiendo asi a los injertos hepaticos esteatdsicos. En términos de una
aplicacion clinica, farmacos capaces de regular la adiponectina y la resistina, tienen el potencial de
aumentar el pool de 6rganos disponibles para el trasplante, ya que podrian mejorar los resultados
postoperatorios de injertos hepaticos esteatdsicos de moderada o severa esteatosis que de otro

modo no serian trasplantados por sus condiciones patologicas.

Desde el punto de vista de una posible aplicacion clinica, los hallazgos descritos en la presente tesis
pueden abrir nuevas posibilidades para la intervencion terapéutica en el trasplante hepatico,
especificamente en el caso de los injertos hepaticos esteatosicos. Esto reviste gran importancia ya
que es bien conocido que se espera un aumento en la prevalencia de los higados esteatdsicos en la
cirugia hepatica y que este tipo de higados supone un riesgo afiadido en la cirugia hepatica ya que
estos higados toleran peor que los no esteatdsicos la lesion por I/R. Ademas, la esteatosis hepatica
agrava el problema de la falta de 6rganos ya que se sabe que la esteatosis es la causa del mayor
nimero de érganos no aptos para trasplante. El AMPc, el TLR4, la adiponectina y la resistina
serian dianas de posible accion terapéutica en el trasplante de injertos hepaticos esteatosicos. En la
presente tesis se demostrd que al inhibir el AMPc se protege a los injertos hepaticos esteatdsicos
sometidos a trasplante. La segunda diana terapéutica se basa en la activacion del TLR4 y de la
misma manera también se demostro que tratamientos terapéuticos basados en aumentar los niveles
de adiponectina y resistina, protegen a los injertos hepaticos esteatdsicos. En la presente tesis se
han establecido ademas nuevas vias de sefializacion en el trasplante hepatico con injerto esteatdsico
y especificas para este tipo de injertos (Figura 24). El tratamiento con un agentes que bloquean el
AMPc, a través del NO, redujo el estrés oxidativo, el dafio celular endotelial y la disfuncion
microvascular. Ademas, este mismo tratamiento a través de una via independiente del NO, ralentiza
la degradacion de ATP y limita la acumulacién de lactato, lo cual se traduce en una mejor
viabilidad del injertos y supervivencia del receptor tras el trasplante. La administracion de
TUDCA, antagonistas del PPAR y o agonistas del TLR4, activaron la via del TLR4 (dependiente
del TRIF), lo cual protegié a los injertos hepaticos esteatosicos. En la presente tesis también se
describio un nuevo mecanismo de proteccion del TUDCA no descrito con anterioridad que es el
siguiente: el TUDCA redujo PPARY y esto a su vez activd la via del TLR4. Por ultimo, la
administracion de adiponectina o resistina, mediante la activacion de la via PI3K/Akt, redujo el
dafio hepatico en higados esteatdsicos sometidos a trasplante. En la presente tesis también se
describieron nuevos mecanismos de sefializacion subyacentes a los efectos beneficiosos del PC en
injertos esteatosicos sometidos a trasplante hepatico. Esta estrategia quirdrgica redujo la lesion
hepatica por I/R en injertos esteatdsicos sometidos a trasplante mediante la inhibicion del AMPc.
Esto indujo los mismos efectos sobre el NO, estrés oxidativo, dafio celular endotelial, disfuncidén
microvascular y metabolismo energético que los inhibidores farmacologicos del AMPc. Ademas de
lo anterior, el PC, mediante a la activacion de AMPK, es capaz de generar adiponectina, la cual

induce la acumulacion de resistina para activar finalmente la via PI3K/Akt.



Discusion 175

En conclusion, las terapias descritas en la presente tesis podrian mejorar las condiciones iniciales
de los injertos hepaticos con esteatosis leve que se someten a trasplante pero que presentan
deficientes resultados post-operatorios y podrian aumentar la disponibilidad de numerosos injertos
esteatosicos que en la actualidad no son considerados aptos para trasplante por sus condiciones
patologicas, reduciendo asi la problematica en las listas de espera en trasplante hepatico. Estos
hallazgos también pueden contribuir a nuevas aplicaciones del PC en la practica clinica del
trasplante hepatico especialmente en el caso de los injertos hepaticos esteatdsicos donde ya se han
descrito los primeros resultados clinicos promisorios. Por un lado, los mecanismos del PC que se
han descrito en la presente tesis refuerzan su papel como estrategia protectora y por el otro, se
muestra al PC como una estrategia quirtirgica sencilla que puede ejercer los mismos efectos
beneficiosos que las diferentes estrategias farmacoldgicas propuestas.

Trasplante Hepatico con Injerto Esteatoésicos
l H l PC+TH | | TH+inhibidor [ TH [ TH+TUDCA [ TH [pcnu TH + activador
del AMPc l del AMPK
l’ JAMPC v \ 4 . ) ,I,
[ MAMPc i I TPPAR l VPPAR lJ,Ad|poner.t|na [ 1 Adiponectina
‘[’ [ 1ON Baja degradacién v v l \l'
— de ATP I JTLR4 I TLR4 l VResistina I /Resistina
Hepatico \I' JGlicolisis
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Figura 24. Nuevas vias de sefializacion en el trasplante hepatico con injerto esteatosico
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Conclusiones

Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes:

1. El AMPc desempefia un papel perjudicial en la lesion por I/R hepatica asociada al
trasplante de injertos hepaticos esteatosicos, mientras que este segundo mensajero juega un

papel irrelevante en injertos hepaticos no esteatdsicos sometidos a trasplante.

2. Las estrategias farmacoldgicas encaminadas a inhibir el AMPc (tales como la induccion del
PC o el tratamiento con inhibidores de la adenilato ciclasa), protegen a los injertos
hepaticos esteatdsicos frente a la lesion por I/R asociada al trasplante y son especificas para
este tipo de injertos. Esta proteccidn-mediada por el NO-reduce el estrés oxidativo, el dafio
celular endotelial y las disfunciones microvasculares. Los beneficios de tales estrategias
sobre el metabolismo energético en injertos esteatosicos son independientes del NO.

3. El TUDCA es capaz de proteger solo a los injertos hepaticos esteatdsicos mediante un
mecanismo independiente del estrés del reticulo endoplasmatico. Los mecanismos de
proteccion del TUDCA cursan mediante una reduccion en la expresion de PPARY, lo cual a
su vez activa la via del TLR4, especificamente la via del TRIF para proteger a los injertos
esteatosicos frente a la lesion asociada al trasplante.

4. Los injertos hepaticos esteatosicos estan mas predispuestos a una reduccion en los niveles
de adiponectina y resistina al someterlos a trasplante que los no esteatdsicos. El tratamiento
con adiponectina o resistina protege a los injertos esteatosicos frente a la vulnerabilidad
que presentan a la lesion inducida por I/R mientras que es ineficaz en injertos no

esteatdsicos.

5. Las estrategias terapéuticas capaces de activar el AMPK (tales como la induccién del PC o
el tratamiento con activadores de la AMPK) aumentan la sintesis de adiponectina, la cual a
su vez genera resistina en injertos esteatosicos. La activacion de la via PI3K/Akt inducida
por la resistina protege a los injertos esteatdsicos sometidos a trasplante.

6. Se han descrito estrategias farmacoldgicas (inhibidores del AMPc, TUDCA, agonistas del
TLR4, adiponectina y resistina) que son especificas para proteger a los injertos hepaticos
esteatosicos sometidos a trasplante, y se refuerza el papel del PC como una estrategia
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quirtrgica promisoria que puede ejercer los mismos efectos protectores que las estrategias

farmacologicas propuestas.
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ORIGINAL ARTICLE

Cyclic Adenosine 3',5-Monophosphate in Rat
Steatotic Liver Transplantation
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Numerous sleatotic livers are discarded as unsuitable for transplantation (TR} because of their poor tolerance of ischemia/
reperfusion (VR). Cyclic adenosine 3',8-monophos phate (cAMP —elevating agents protect against VR injury both in nonstea-
totie livers that have been removed from non—heant-beating donors and subjected to warm ischemia or cold ischemia (CIS)
and in perfused, isolated livers. Ischemic preconditioning (PC), which is based on brief periods of VR, protects steatolic liver
grafts, but the mechanism that is responsible is poorly understood. This study examines the role of cAMP in the vulnerability
shown by steatotic livers to TR-associated I/R injury and the benefits of PC in this situation. Steatotic livers with or without
PC were transplanted into Zucker rats. The hepatic levels of cAMP were measured and altered pharmacologically. Our
results indicate that the cAMP levels in the nonsteatotic liver grafts were similar to those found in a sham group. However,
high cAMP levels were observed in steatotic liver grafts. The blockage of cAMP generation by adenylate cyclase inhibitor
pre-treatment or PC had the following results: reduced hepatic injury and increased survival of steatotic graft recipients;
greater preservation of adenosine triphosphate (ATP) and reduced lactate accumulation throughout ClL. This blockade of
cAMP by a nitric oxide—dependent mechanism protected steatotic liver grafts against oxidative stress and microvascular dis-
orders after reperfusion. In conclusion, cAMP blocking—based strategies could protect patients against the inherent risk of
steatotic liver fallure after TR. Liver Transpl 17:1099-1110, 2011, 2011 AASLD.

Recelved March 3, 2011; accepted June §, 2011.

The increasing demand for organs for transplantation failure after TR.2 In addition. many steatotic livers are
[TR) has led to the acceptance of steatotic livers de- discarded, and this exacerbates the critical shortage
spite their fn-nr tolerance of ischemia/reperfusion {1/ of donor livers.! Therefore, minimization of the
R) injury. = The use of these marginal organs is asso- adverse effects of 1/R on steatotic liver TR is urgenty
ciated with an increased risk of graft dysfunction or needed.

Additioral Supporting nformation may be found in the online version of this article.

Abbreviations: ADF. adenosine diphosphate; AMF, adenosine monophosphate; ATP, ademosine tophosphate; cAMP, cyclic
adenosine 3’ 5 -monophosphate; CIS, cold ischemnia; ¢NOS, constitutive nitric oxide synthase; DBcAMP, d‘:butyrﬂ cyelic adenosine
& 5-monophosphate; GSH, ghitathione; iNOS, inducible nitric ocdde synthase: [/ R, ischemia/reperfusion; lean; -NAME,
MG-nitro-1-arginine methyl ester; MDA, malondialdehyde; NAD, nicotinamide adenine dirmclootide; NO, ntLrh. ﬂ‘ddr Ob, obese;
ONOD-, peroxyrifrite; PC, ischemic preconditioning ROS, mactive ocygen species; 50D, superodde dismutase; SQ22536,
O-(tetrabydm-2-furanyl}-9 H-purin-6-amine; TR, tmnsplantation; XDH, xanthine dehydrogenase; XOD. xanthine oxddase.
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Tauroursodeoxycholic Acid Affects PPARYy
and TLR4 in Steatotic Liver Transplantation
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Numerous steatotic livers are discarded for transplan-
tation because of their poor tolerance to Ischemia-
reperfusion (I/R). We examined whether taurour
sodeoxycholic acld (TUDCA), a known Inhibitor of
endoplasmic reticulum (ER) stress, protects steatotic
and nonsteatotic liver grafts preserved durng 6 h
In University of Wisconsin (UW) solution and trans-
planted. The protective mechanisms of TUDCA were
also examined. MNelther unfolded protein response
(UPR) Induction nor ER stress was evidenced In
steatotic and nonsteatotic liver grafts after 6 h In UW
preservation solution. TUDCA only protected steatotic
livers grafts and did so through a mechanism Inde-
pendent of ER stress. It reduced proliferator-activated
receptory (PPARy) and damage. When PPARy was ac-
tivated, TUDCA did not reduce damage. TUDCA, which
Inhibited PPARy, and the PPARy antagonist treatment
up-regulated toll-like receptor 4 (TLR4), specifically the
TIR domain-containing adaptor inducing IFNj (TRIF)
pathway. TLR4 agonist treatment reduced damage In
steatotic liver grafts. When TLR4 action was Inhib-
Ited, PPARy antagonists did not protect steatotic liver
grafts. In conclusion, TUDCA reduced PPARy and this
Inturn up-regulated the TLR4 pathway, thus protecting
steatotic liver grafts. TLR4 activating-based strategles
could reduce the inherent risk of steatotic liver fallure
after transplantation.

Key words: ER tress, PPAR-y, steatotic liver grafts,
TLR4, transplantation, TUDCA

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST,
aspartate aminotransferase; ATF4, activating tran-
scription factor 4; ATF6G, activating transcription factor
6; CHOP, C/EBP homologous proteln; elF2a, eukary-
otlic translation Initiation factor 2 subunit «; ER,
endoplasmic retlculum; GRP78, 78-kDa glucose-
regulated/binding iImmunoglobulin protein; GW9662,
2-chloro-5-nitro-N-phenylbenzamide; HTK, histidine
tryptophan ketoglutarate; IRE1, Inositol-requiring en-
zyme 1; I/R, Ischemla-reperfusion; Ln, lean; MDA,
malondialdehyde; MPL-A, monophosphoryl lipld A;
MyDgg, myelold differentiation factor 88; Ob, obese;
PPAR-y, peroxisome proliferator activated receptor
y: Roslglitazone, (RS)-5-[4-(2-[methyl{pyridine-2-yl}-
amino]ethoxy)benzylthiazolidine-2,4-dione; ROS, re-
active oxygen specles; TLR4, toll-like receptor 4;
TR, transplantation; TRAF2, tumor necrosis factor
assoclated factor 2; TRIF. TIR domain-containing-
adaptor Inducing IFN-fi; TUDCA, tauroursodeoxy-
cholic acid; UPR, unfolded protein response; UW,
University of Wisconsin; XBP-1, X-box-binding
protein 1.

Recelved 31 May 2012, revised 13 July 2012 and
accepted for publication 20 July 2012

Introduction

Ischermia-reperfusion (I/R) injury is a major cause of early
graft dysfunction after liver transplantation. Steatosis is cur-
rently estimated to be present in up to 0% of deceased
daonor livers and is recognized as the key donor variable pra-
dicting posttransplant cutcomes (1-3). The use of steatotic
livers for transplantation is associated with increased risk
of graft dysfunction or failure after surgery. In addition,
many steatotic livers are discarded for transplantation, ex-
acerbating the critical shortage of donor livers (1,4,5).

Endoplasrmic reticulurn (ER) stress is emerging as an impor-
tant component of inflammmatory responses in the liver as-
sociated with /R processes (6,7). In response to ER stress,
a signal transduction cascade termed “the unfolded pro-
tein response (UPR)™ is induced (8,8). The UPR has three
branches: inositolrequiring enzyme 1 {IRE1), PKR-like ER
kinase (PERK) and activating transcription factor (ATFE).
These proteins are normally held in inactive states in ER
membranes by binding to intra-ER chaperones, particularly
the 78-kDa glucose-regulated/binding immunoglobulin pro-
tein (GRP7TE). When injury is excessive, these ER stress
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Adiponectin and resistin protect steatotic livers
undergoing transplantation

Moénica B. Jiménez-Castro", Arani Casillas-Ramirez"*", Mariana Mendes-Braz',

Marta Massip-Salcedo'”, Jordi Gracia-Sancho®, Maria Elias-Mird', Juan Rodés'~, Carmen Peralta™™*

Vinstitur d'Investigadons Biomédiques August Pi i Sunver (IDIBAPS), Borcelona, Spain; *Compus de la Salud, Universidad La Salle Vicroria

Cd. Vicroria, Mexico; *Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD ), Barcelona, Spain;
4Hepatic Hemodynamic Laboratory, IDIBAPS, (IBEREHD. Barcelona, Spain; *Liver Unit, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

Background & Aims: Numerous steatotic livers are discarded for
transplantation because of their poor tolerance to ischemia-
reperfusion. Controversial roles for adiponectin and related adi-
pocytokines visfatin and resistin have been described in different
liver parhologies, nevertheless itis unknown their possible impli-
catien in ischemia-reperfusion injury associated with liver trans-
plantation. Our study aimed at characterizing the role of the
adiponectin-derived molecular pathway in transplantation with
steatotic and non-steatotic liver grafts.

Methods: Steatotic and nen-steatotic liver transplantation was
carried out and the hepatic levels of adiponectin, visfatin and res-
istin were measured and modulated either pharmacologically or
surgically.

Results: Steatotic liver grafts exhibited downregulaton of both
adiponectin and resistin when subjected to transplantation.
Adiponectin pre-treatment only protected steatotic grafrs and
did it so through a visfatin-independent and resistin-dependent
mechanism. Adiponedin-derived resistin accumulation activated
the PI3K/AkL pathway, unravelling AMPK as an upstream media-
tor of adiponectin's actions in steatotic grafts. Strategies aimed at
increasing adiponectin including either AMPK. activators or the
induction of ischemic preconditioning {which activates AMPK)
increased resistin accumulation, prevented the downregulation
of PI3K/Akt pathway and protected steatotic liver grafts Con-
versely, PI3K/Akt pathway upregulation and hepatic protection
induced by adiponectin were abolished when resistin action
was inhibited.

Keyworde Adiponecting  Resisting  Visfating  Steatotic  lver grafts; Lwer
transp lantat o,
Received 22 March 2013 receivedin revised farm 19 June 2013; acceprad & fuly 2013,
avallable online 18 fuly 2015
« Comesponding author Address: Institut dlmestigcions Blomédiques Aumest
P | Sunyer, Esther Koplowiz Center, Kosellé 145-153, 3rd floor, office 38,
E-0BHE Barceloma, Spain Tel: +34 S3Xa7S400x4177; fax +34 SIN20406
E-mail address cperaltadiclinicubes (£ Peralta)

* These aothors contributed equally to this work
Abbrevigtions: /R, schemia-reperfision; PC ischemic preconditioning: Ob., obe-
se), Lo, lean; TR tmnsplantation; UW, University of Wisconsin, AMPK. AMP-
activated proteln kinase; AICAR aminsimidaroled-catoxamide ribonec sedde;
3K phephodnositide-3-kinase: ALT, alanine aminoransferase; AST, aspartate
aminotransierase; 40571, alpha-glutathions S-transferase; H&E hematmoylin and
eadn; ANOVA. analysis of vanance.

Conclusions: Qur findings reveal a new protective pathway in
steatotic liver transplantation, namely AMPE-adiponectin-resi-
stin-PI3 K/ Akt, which may help develop new strategies aimed at
increasing either adiponectin or resistin in the steatotic liver
undergoing transplant to ultimately increase organ donor pool
and reduce waiting list.

4 2013 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Owing to the discrepancy between organ donation and the
demand for liver transplantation, expanding the liver donor pool
is of vital importance. The potential use of steatotic livers, which
are among the most common types of organs from extend ed -crite-
riadonors, has become a major focusof investigaton for transplan-
tation. Unfortunately, more than 50% of livers thatare considered
as not suitable for transplantation due to their pathological condi-
tions are discarded because of the presence of fatty infiltration.
Steatotic livers are more susceptible to ischemia/reperfusion (I/
R}injury, and when they are transplanted, they lead to poorer out-
comes in comparison with non-steatotic livers. Indeed, the use of
steatotic livers for transplantation is associated with an increased
risk of primary non-function or dysfunction after surgery [1.2].

It has been suggested that the parhogenesis of fatty liver dis-
eases is associated with deregulated production and release of
novel adipocytokines, including adiponectin, visfatin and resistin
|3]. Since the discovery of adiponectin, diverse experimental and
clinical studies have demonstrated thatr adiponectin mediates
anti-inflammatory effects [4-6]. To the best of our knowledge,
only 2 studies have reported a role for adiponectin in steatotic
livers subjected to IfR. Massip-Salcedo er al [ 7| showed injurious
effects of adiponectin on steatotic livers subjected to 60 min of
warm ischemia, However, Man et al |4| demonstrated the
anti-inflammarory effects of adiponectin in small farty grafts
subjected to 40 min of cold ischemia, The aforementioned data
suggest that the role of adiponectin depends on the surgical con-
ditions. Therefore, one of the aims of the present study was to
determine wherher adiponactin should be inhibited or activated

Journal of Hepatology 2013 vol. 5% | 1208-1214
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Hepatic ischemia and reperfusion injury: Effects
on the liver sinusoidal milieu

Carmen Peralta', Ménica B. Jiménez-Castro', Jordi Gracia-Sancho®*

Uinstitut d"lnves igocions Biomédigues August Pi i Sumyer (IDIBAPS), Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Hepdticas y
Digestivas ((IBEREHD), Barcelona, Spain; “Barcelona Hepatic Hemodynamic Laboratory, IDIBAPS, CIBEREHD, Barcelona, Spain

Summary

lschemia-reperfusion injury is an important cause of liver damage
oocurming during surgical procedures including hepatic resection
and liver transplantation, and represents the mai nunderying cause
of graft dysfunction post-transplantation. Cellular and biochemical
processes occurring during hepatic  ischemia-reperfusion are
diverse and complex, and include the deregulation of the healthy
phenotype of all liver cellular com ponents, Nevertheless, a signifi-
cant part of these processes are still unknown orunclear, The pres-
ent review aims at summarizing the current knowledge in liver
ischemia-reperfusion, but specifically focusing on liver cell pheno-
type and paracrine interaction deregulations. Moreover, the most
updated therapeutic strategies including pharmacological, genetic
and surgical interventions, as well as some of the scient fic contro-
wversies in the field will be described. Finally, the importance of con-
sidering the subclinical situation of liver grafts when translating
hasic knowledge to the bedside is discussed.

© 2013 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier BV, All rights reserved.

Deregulation of hepatic cell phenotype due to ischemia-
reperfusion injury

Ischemia-reperfusion (/R) injury is an important cause of liver
damage during surgical procedures such as hepatic resection

Keywards: Transplantation; KLF2; Endothelium; Hepatocyte; LSEC.
Received 30 April 2013; received in revised form 17 June 2013; accepted 18 fune 2013
* Corresponding author. Address: Bancelona Hepatic Hemodynamic Labomtory,
Institur dinvestigacions Biomédigues August Fi i Sunyer (IDIEAFS ) C/Rosselld
153, dath floor, room 4 5, 08036 Barcelona, Spain_ Tel: +34 932075400043 06; fax:
+34 9322T9R5E.

E-mail address: jgrmclad@dinic ubes (|, Crada-Sancha]

Abbrevigtions: 1/R, ischemia-reperfusion; LSEC. liver sinusoidal endothelial cells;
KL, Kupffer cells; HSC, hepatic stellate cells; NAD, nicotinamide adenine dims-
cleotide; ROS, reactive oxygen species; MO, nitric cxide; ET. endothelin; TXA,,
thrombaxane AZ; KLF2, Kruppellike factor 2 sNOS, endothelial nitric oxide sy-
nthase; TNF, umoor necrosis factor; L intedeukin; INF-v, interferon-gamma;
ICAM-1, intmacellular adhesion molecule-1; MIP-2, macrophage inflammatory
protein-2; ENA-TH, epithelial neutrophil activating proteln-T8; CINC, cytokine-
induced neutrophil chemoattractant-1; GM-CSF, granulocyte-marmphage col
any-stim ulating factor; GéCly, gadolinium chloride; NFxB, nudear factor kappa B;
HO-1. heme oxygenase-1; PPAR. perxisome prodiferator-activated receptor

and liver transplantation. I/R injury is a biphasic phenomenon
whereby cellular damage due to hypoxia and lack of biomechan-
ical stimulus is accentuated upon restoration of oxygen delivery
and shear stress. The signaling events contributing to local hepa-
tocellular damage are diverse and complex, and involve the inter-
action between hepatocytes, liver sinuscidal endothelial cells
(LSEC), Kupffer cells (KC), hepatic stellate cells (H5C), as well as
infiltrating neutrophils, macrophages, and platelets [1-4] It is
important to note that I/R injury represents the main reason of
liver graft dysfunction post-transplantation, independently of
liver basal characteristics, being even more relevant when using
organs from extended-criteria donors.

Hepatocytes are very much negatively affected by 1/R, espe-
cially when ischemia is normothermic, Most early changes in
the anoxic hepatocytes occur in the mitochondria. The lack of
0., as a terminal electron carrier for the mitochondrial respira-
tory chain, immediately interrupts the electron flow causing
the respiratory chain to become reduced. Since mitochondria
are no longer accepting electrons from substrates, a reduction
in pyridine nucleotides occurs, resulting in an increase in the
intraceliutar NADH/NAD+ ratio, The abruption of oxidative phos-
phorylation rapidly leads to cellular ATP depletion, acceleration
of glycolysis, increased formation of lactate, and alterations on
H', Na', and Ca*" homeostasis, altogether inducing serious dele-
terious effects on the hepatocyte, Ischemia also leads to a consid-
erable increase in cAMP, which is an important factor in glucose
metabolism. cAMP, through the action of cAMP-dependent pro-
tein kimase, leads to the phosphorylation/deregulation of key
enzymes involved in the control of carbohydrate metabolism
[56]. Reperfusion injury mainly derives from toxic reactive oxy-
gen species (ROS) generated upon reintroduction of O, to ische-
mic tissues. ROS are produced from both intracellular and
extracellular sources, being the mitechondria their major source
in liver cells [7] (Fig. 1)

Liver sinusoidal endot helial cells {LSEC) form the vascular wall
of the hepatic sinusoid, lack an organized basal membrane, and
the cytoplasm of these flattened cells is penetrated by open fene-
strations that form clusters called sieve plates, making the hepa-
tic microvascular endothelium discontinuous [8], LSEC play
important protective roles controlling vascular homeostasis,
inflammation, vascular tone, and toxicants clearance. Thus,
maintenance of a healthy 1SEC phenotype is indispensable to
minimize any type of liver injury,

Journal of Hepatology 2013 vol, 52 | 1094-1106



Anexos 216




Anexos

ORIGINAL PAPER

immuno-Gastroerntar

2012 5TM Pubhishing

AICAR and Trimetazidine in University of Wisconsin
Solution are Effective to Increase Survival in
Recipients Transplanted with Steatotic Livers

Arani Casillas-Ramirez'*, Maria Elias-Miré'*, Ménica B. Jiménez-Castro', Marta Massip-Salcedo?, Antoni Rimola®?,
Juan Rodés'?, Carmen Peralta'?

'Institut d Investigacions Biomadigues August Pi | Sunyer, Barcelona {IDIBAPS), Spain; *Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedadas
Hepaticas y Digestivas, Barcelena, Spain; ILiver Unit, Hospital Clinic. Barcelona, Spain

Abstract

Background & Aims: The development of protective strategies for steatotic liver grafts is vital in order to increase the number
of organs available for transplantation. We evaluated the usefulness of trimetazidine (TMZ) and aminoimidazole-4-carboxamide
ribonudeoside (AICAR) (separately or in combination) as new additives to University of Wisconsin {UW) solution in steatotic liver
transplantation. We also investigated the underlying mechanisms responsible for this protection.

Methods: Steatotic livers preserved in UW solution with TMZ and AICAR {separately or in combination) were transplanted into Zucker
rats. Adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) and nitric oxide (NO) were inhibited pharmacologically (n=10
transplantations, n=20 rats for each intervention).

Results: The addition of TMZ and AICAR (separately or in combination) to UW solution increased AMPK and nitrates and nitrites,
up-regulated ERK 1/2, reduced oxidative stress, transaminases and damage score and improved survival in recipients. The following
values were obtained: ERK 1/2 expression (111.9£4.06 and 219.9+17.90, p=0.000), malondialdehyde levels (1.65+0.03 and 0.23+0.01,
p=0.000) and survival in recipients (30% and 60%, p=0.01) for steatotic livers preserved in UW and UW+TMZ+AICAR, respectively. The
benefits of TMZ and AICAR were abolished when AMPK or NO were inhibited.

Conclusion: TMZ and AICAR may be useful new additives to UW selution in steatotic liver transplantation whereas a combination of
the two was unnecessary. TMZ activated AMPK and this in turn increased NO, reduced oxidative stress and up-regulated ERK 1/2, thus
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protecting steatotic liver grafts and improving post-transplant outcomes.

Immunogastroenterology 2012; 1:58-68

Key words

liver transplantation; steatotic liver; ischemia-reperfusion; preservation solutions

Introduction

Up to 30% of all livers retrieved for organ transplantation exhibit
steatotic transformarions.* The increasing demand for organs for
transplantarion has led to the acceprance of steatotic livers, which
have poor tolerance to ischemia-reperfusion (I/R} injury.' The
use of these marginal orpans for transplantation is associared with
an increased risk of graft dysfuncrion or failure after surgery.” In
addition, many steatotic livers are discarded for transplantarion,
exacerbating the critical shortape of donor livers.” As a result.
there is an urgent need to minimize the adverse effects of /R in
steatotic liver transplantation.

*These authors contributed equally to this work
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Trimetazidine (TMZ), intreduced as an anti-ischemic drug
in the heart,>* has been used by our group as a new addirive in
UW solution to protect steatotic livers exposed to prolonged cold
ischemia (24 h) in an ex-pive model of heparic ischemia.™*

Nitric oxide (NO) plays an important protective role in a
variety of organs undergoing I/R injury®" Previous results have
indicated that reduction of oxidartive stress and overexpression of
mitogen-activated protein kinase ERK 1/2 may be involved in
the benefits of NO. The beneficial effects of NO on oxidative
stress in livers undergoing warm ischemia have previously been
reported."™™ In addition, in hearts subjected to /R injury, the
protection conferred by several strategies has been associated
with ERK 1/2 activation in a NO-dependent manner.'*"
Given these observarions and the previous results indicating
the involvement of NO in the benefits of TMZ in experimental
models of I/R*% the possibility that the benefits of TMZ in
steatotic liver transplantation could be mediated by NO should
not be discarded.

A relationship berween adenosine monophosphare activated
protein kinase (AMPK) and NO was previously described.™*

Violume 1 Issue 1
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Chapter 6

Experimental Models in Liver Surgery

M_B. Jiménez-Castro, M. Elias-Mird,
A Casillas-Ramirez and C. Peralta

Additional information is available at the end of tha chapter

http:/fde doiorg/10.5772/51829

1. Introduction

Ischemia-Reperfusion (LR} injury is an important cause of liver damage occourring during
surgical procedures including hepatic resections and liver transplantation (LT) [1-2]. The
shortage of organs has led centers to expand their criteria for the acceptance of marginal
grafts that exhibit poor tolerance to /R [4]. Some of these include the use of organs from old-
er donors and grafts such as small-for-size or steatotic livers. However, I'R injury is the un-
derlying cause of graft dysfunction in marginal organs [4]. Indeed, the use of steatotic livers
for transplantation is associated with an increased risk of primary nonfunction or dysfunc-
tion after surgery [5]. In addition, the occurrence of postoperative liver failure after hepatic
resection in a steatotic liver exposed to normothermic ischemia has been reported [6]. A
large number of factors and mediators play a part in liver I'E. injury. The relationships be-
tween the signalling pathways invelved are highly complex and it is not yet possible to de-
scribe, with absclute certainty, the events that occcur between the beginning of reperfusion
and the final outcome of either poor function or a non-functional liver graft. We will show
that the mechanisms responsible for hepatic LR injury depends on the experimental model
used, who are valuable tool for understanding the physiopathology of hepatic IR injury and
discovering nowvel therapeutic targets and drugs. Several strategies to protect the liver from
LR injury have been dewveloped in animal models and, some of these, might find their way
into clinical practice. The species used for experimental investigation of hepatic /E injury
range from mice to pigs. The book chapter will discuss the numerous experimental models
used to study the complexity of hepatic IR injury, data reported in choice of the animal
model, when selecting an animal species, the age, the sex, the degree of steatosis...etc. Thus,
the different strengths and limitations of the different experimental models will be dis-
cussed. Also the standardized experimental conditions, such as anesthetic and analgesic
procedures will be described. We also attempt to highlight the fact that the types of ischemia
(cold and warm ischemia) play an impeortant role in experimental liver surgery. The most

Creative Commons Attibution Licerse (hetp:/ oreativecommons.crgd licensesd by 3.0}, which permits

I NT ECH @ 2013 liméner-Castra et al.; Boensee InTech. This is an open access artide distributed under the terms of the
1per science | open mird unirestricted use, distribution, and repraduction i any medium, prosided the original work is properly cited
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Chapter 4

Expanding the Donor Pool in Liver
Transplantation: Influence of
Ischemia-Reperfusion

M. B. Jim E;.FIE:-C{ISI'F{?I, M. Elias-Miré’ and C. Peralta *°
"nstitut d Tnvestigacions Biomédiques August Pi i Sunyer. Barcelona, Spain
“Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas v Digestivas.
Barcelona, Spain

Abstract

Improvements in surgical techniques, immunosuppression. and patient management
have led to the optimization of liver transplantation outcomes. However, the waiting list
for liver fransplantation is increasing at a greater pace. The large imbalance between the
growing pool of potential liver transplant recipients and the scarcity of donor organs has
fiueled efforts to maximize existing donors and identify new sources.

To expand the potenfial donor pool, clinical, and organ procurement agencies are
continually modifiing the criteria of an acceptable liver donor and are looking fo
marginal or expanded donors to meet the waiting list demands. This book chapter will be
focused on the current state of liver transplantation using grafis from extended criteria
donors (elderly donors, steatotic donors, donors with malignancies, donors with wviral
hepatitis) and from donation after cardiac death (non-heart beating donors), as well as the
use of partial grafts (split grafts and living-donor liver transplantation) and other
suboptimal donors (donors with hypernatraemia. infections. hvpotension and inotropic
support). Owerall, broadened criteria for acceptable donor livers appear to lessen graft
survival rates somewhat compared with rates for ideal donor organs.

Donors are generally considered marginal if there 1s a risk of initial poor function or
primary non-fimction. The present book chapter will discuss the factors defining
marginality of a graft. the pathophysiology of the marginal donor, and the issues faced by
transplant units in making the decision to use such a graft; along with strategies for
minimizing the ischemia-reperfusion injury experienced by the organs. We will show the

" cperaltaiclinic ub.es.
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Mecanismos de proteccion de estrategias
terapeéuticas basados en la inhibicion de PPARy
en el trasplante de higados esteatosicos

Arani Casillas-Ramirez, ** Monica Jimenez-Castro B,* Maria Massip-5alcedo, 5
Maria Elias-Miro,* Carmen Peralta® ®

RESUMEHN

Introduccion: La esteatosis €5 la causa del mayor nimero de drganos no aptos para trasplante hepatico, ya que los higados es-
teatosicos toleran peor que los normales [a lesion por isquemia-reperfusion. Se ha reportado previamente el papel clave que
desempefia el receptor de peroxisoma proliferador-activado gamma en la vulnerabilidad de los injertos esteatosicos frente
a la isquemia-reperfusion en el trasplante hepatico y los beneficios de los antagonistas del peroxisoma proliferador-activado
gamma en esas condiciones; sin embargo, se conoce poco acerca de sus mecanismos protectores subyacentes. Objetivos:
Investigar si los antagonistas del peroxisoma preliferador-activado gamma protegen a los injertos esteatosicos a través de
regular el estrés del reticulo endoplasmico y el estrés oxidativo. Material y métodos: Se realizo un trasplante hepatico con
injertos esteatdsicos utilizando ratas de la cepa Zucker. El peroxisoma proliferador-activado gamma fue alterado farmacolégi-
camente. Resultados: La expresion de marcadores del reticulo endopldsmico en injertos esteatdsicos mostro niveles basales
de expresion, y consecuentemente, la administracion del antagonista del peroxisoma proliferador-activado gamma tampoco
indujo cambios en la expresién. Por otro lado, el tratamiento con el antagonista del peroxisoma proliferador-activado gamma
resultd en una reduccion de la peroxidacian lipidica y nitrotirosinas, indicando una disminucién en la formacion de peroxinitri-
tos. Conclusiones: La inhibicion farmacologica del peroxisoma proliferador-activado gamma protege a los injertos esteatosicos
a través de reducir el estrés oxidativo.

Palabras dlave: Trasplamte hepatico, higado esteatdsico, isquemia-reperfusion, PPARy,
estrés del reticulo endopldsmico, estrés oxidativo.

AB3ITRACT

Background: Numerous steatotic livers are discarded o5 unsuitable for transplantation because of their poor tolerance of
ischemig-reperfusion. The key role of peroxisome proliferator-activated receptor gamma in the vulnerability of this type of
liver to ischemia-reperfusion injury asseciated with transplantation and the benefits of peroxisome proliferator-activated
receptor gamma antagonists under these conditions have been previously reported. However, the mechanisms responsible
for such effect are poorly understood. Objective: This study examines whether the benefits of peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor gamma aniagonists in steatotic liver transplantation could be explained by the regulation of endoplasmic
reticulum stress and axidotive stress. Material and methods: Steatotic livers were transplanted in Zucker rats. The peroxisome
proliferatar-activated receptar gamma was altered pharmacologically and endoplasmic reticulum stress and axidative stress
markers were measured. Results: Protein expression of endoplasmic reticulury stress markers in steatotic livers subjected to

Recibido: 6 febrero 2013, Aceptador 3 mayo 2013.
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Chapter 2

Neurological Complications in Liver
Transplantation

Ménica B. Jiménez-Castro', Maria Elias-Mird'
and Carmen Peralta™”
'Insiitut d Tnvestigacions Binmédiques August Pi i Sunyer, Baroclona, Spain

Abstract

Ower the past two decades, remarkable sdvances have been made in the field of lives
ransplantation and improvements in swngizal techniques and perioperative care have
reduced the mortality and morbidity associated with liver transplantation. However the
netrological complications associated with Fver transplantation are onc of the muin
unresolved problems in elinical proctice.

We will present the relutionship between the functional status of the Tiver and that of
the brain. This book chaptér will be focus on hepatic encephalopathy, the major
neurologic complications manifestation, folowed by seizures and immunosuppression
toxicity. The differential neurological comalicalions caused by the different oxing o
immumosuppressois a5 well a3 the aeurotoxic mechanisme will be alyo described in the
present book chapter. We will also discuss why the reported incidence of neurological
complications is varighle for different imasplont centers.

We will show that seurologic complicetions of liver fransplantation are more
comman than ether solid organ tmnsplant with o significanily lower incidence in living
donor liver transpluntation versus patients who receive a liver graft from cadaveric donor.,
We will also show that (he occumence of neurological complications in pediatric
trunsplantation is significantly lower than in adull transplaniation.

The knowledge of neurological compleations of lver tansplantation is important
for transplantation keams 10 reduce their prvalence and improve their mapagemen, At
this time their menagement is empirical, being currently based more on clinical practical
experionce than on evidence derived from scientific literature or animal models. Thus,
miore studies should be in development for prevention and treatment of nevrological
complications.

* el 749002 TS0 Ext 4177 E-mmil: eparnls @clinke ab.es
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Does Adiponectin Benefit Steatotic Liver

Transplantation?

Maria Elias-Miro,' Marta Massip-Salcedo,'” Monica Jimenez-Castro,' and Carmen Peralta’*
\Esther Koplowitz Center, August Pi | Sunyer Institute for Biomedical Research, Barcelona, Spain; and
“Center for Biomedical Research in Hepatic and Digestive Diseasss, Barcelona, Spain

Strategies for improving the viability of steatotic donor livers could increase the number of organs sutable for transplantation.
There is evidence thal adiponectin, the most abundant adipose-specific adipokine, acts as an anti-obesity and ant-
inflammatory hormone. Here we review the signaling pathways of adiponectin and the possible therapies based on adiponectin
requlation that have been examined or applied clinically. Recent studies on the role of adiponectin in steatotic lvers sub-
jected to ischemia/reperfusion are discussed. The data suggest that further investigations are required to determine whether
adipenectin is a potential therapeutic target in liver transplantation. Liver Transpl 17:9893-1004, 2011. ¢ 2011 AASLD.

Received March 21, 2011; accepted June 5, 2011.

The potential use of steatotic livers. which are among
the most common types of organs from marginal
donors, has become a major focus of investigation for
transplantation. However, steatotic livers are more
susceptible to ischemia/reperfusion (I/R) injury. and
when they are transplanted. they lead to poorer out-
comes in comparison with nonsteatotic livers. Indeed,
the use of steatotic livers for transplantation is associ-
ated with an increased risk of primary nonfunction or
dysfunction afier surgery.'” Despite advances aimed
at reducing hepatic I/R m]unr (which have been sum-
marized in earlier reviews' j the resulits have been
inconchisive. Here we review the signaling pathway of
adiponectin in steatosis and inflammation, which are
key factors in steatotic liver transplantation. % Recent
findings concerning the role of adiponectin in hepatic

I/R are also discussed. Our review of pharmacological
strategies for regulating adiponectin in patients with
liver disease may help researchers to find effective
pharmacological strategies for the treatment of he-
patic [/R. The potential clinical application of adipo-
nectin in the setting of steatotic liver transplantation
is also discussed.

CHARACTERISTICS OF ADIPONECTIN
IN HEPATIC /'R

We first outline the main characteristics of adiponec-
tin and adiponectin sources and discuss whether adi-
panectin could be a predictive factor in clinical liver
surgery. A unigue feature of the adiponectin structure

gemase 1

dase,

This mesearch was su
|project grant VALTECOS-2-0033).
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Wiew this article online at wil
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Abbreviations: ACC, acetyl coenzyme A carboxylase; AdipoQ, adiponectin, C10 and collagen domain containing: AMPE, adenosine
nnnuphuaphatc—aﬂtvai:d protein kinase; Ang, angdiotensing AFPLL, adaptor protein, 'phmphot:,rustnc mteraction, PFH domain and

adF per containing 1; ATF, adenosine trphosphate; ER, endoplasmic o
F‘F.PL [ree faty acid, GPAT, glycerl-3-phosphate acylimnsierase; GSH, glutathione; HMW, high molecular weight; HO-1, heme oxy-
IFN, interferon; IL, interleuking [/R, ischemia/reperfusion; JNK, Jun N-terminal kinase; mRNA, messenger RNA;
My D88, myeloid differentiation factor 88; NO, nitric oxdde; PC, ischemic preconditioning
meocpton, RBP4, retinol-binding protein 4; ROS, neactive oxygen species; siRNA, silent small inie
muiase; SREBFL, steral regulatory element-hinding protein 1; TLR4, toll-like receptor 4; TNF, tumor necrosis
mar necrosis factor moepor-assodated factor 6 TRIF, toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor inducing interferon-
f: UCF2, mitochondrial uncoupling protein 2; UPR, unfolded protein response; XDH., xanthine dehydmgenase; X0D, xanthine oxi-
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Ischemia-Reperfusion Injury Associated with
Liver Transplantation in 2011: Past and Future

M. Elias-Mirol, MLB. [iménez-Castro! and C. Peraltal?

nstitut d'Tnvestigacions Biomediques Agust P11 Sunyer, Centro Esther Koplowitz;
*Centro de Investigacion Biomiédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas
Spain

1. Introduction

Liver tramsplantation has evolved as the therapy of choice for patients with end-stage
liver disease. However, the waiting list for liver transplantation is growing at a fast pace,
whereas the number of awvailable organs is mot growing at a proportiomal rate. The
potential nse of steatotic livers for transplant, one of the most common types of organs
from marginal domors, has become a major focus of investigations. However the clinical
problem is still unresolved since steatotic livers are more susceptible to ischemia-
reperfusion (I/R) injury and, when used, have poorer cutcome than non-steatotic hivers.
Indeed, the use of steatotic livers for transplantation is associated with increased risk of
primary non-function or dysfunction after surgery. Therefore, minimizing the adwverse
effects of I/R injury could improwve outcomes in steatotic liver surgerv, increase the
number both of suitable transplantation grafts and of patients who successfully recover
from liver transplantation.

The present review focuses on the complexity of hepatic I/ F injury, summarizing conflicting
results obtained from the literature about the mechanisms responsible for it We also review
the therapeutic strategies designed in past years to reduce I/R injury, attempting to explain
why most of them have not been applied clinically. Finally, we will consider new potential
protective strategies that have shown promising results for I/ R imjury with the potential to
increase the nomber of liver suitable for liver transplantation.

2. Hepatic ischemia-reperfusion injury associated with liver transplantation.
An unresolved problem in clinical practice

Liver transplantation (LT) dates back to 1963, when Thomas Starzl carried out the first
transplant on a child suffering from biliary atresia. LT has evolved as the therapy of choice
for patients with end-stage liver disease. However, I/E injury, inherent in every LT, is the
main cause of both initial poor function and primary non-function of liver allograft. The
latter is responsible for 51% of re-transplantations during the first week after surgery
{Clavien et al., 1992; Jaeschke, 1996). I/E injury is a phenomenon whereby cellular damage
in a hypoxic organ iz accentuated following the restoration of oxvgen delivery (Jaeschke,
1995; Tech et al., 2003; Jaeschke, 2003). In the liver, this form of injury was recognized as a

whnw intechopen.com
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Injury Based on Its Study in Experimental Models
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The present review focuses on the numerous experimental models used to study the complexity of hepatic ischemia/reperfusion
(I/R} injury. Althongh experimental models of hepatic I/R injury represent a compromise between the clinical reality and
experimental simplification, the clinical transfer of experimental results is problematic because of anatomical and physiological
differences and the inevitable simplification of experimental work. In this review; the strengths and limitations of the various
maodels of hepatic 'R are discussed. Several strategies to protect the liver from I/R injury have been developed in animal models
and, some ofthese, might find their way into clinical practice. We also attempt to highlight the fact that the mechanisms responsible
for hepatic /R injury depend on the experimental model used, and therefore the therapeutic strategies also differ according to the

maodel used. Thus, the choice of model must therefore be adapted to the clinical question being answered.

1. Introduction

Ischemia-reperfusion (I/R) injury is a phenomenon in which
cellular damage in a hypoxic organ is accentnated following
the restoration of oxygen delivery [1-3]. In the liver, this
form of injury was recognized as a clinically important
pathological disorder by Toledo-Pereyra et al. in 1975 during
studies of experimental liver transplantation {LT'}. However,
it was not until the mid-1980s that the term reperfusion
injury was generally nsed in the literature on LT {2]. /R
injury is an important cause of liver damage occurring
during surgical procedures including hepatic resections and
LT [4-6]. The shortage of organs has led centers to expand
their criteria for the acceptance of marginal grafts that exhibit
poor tolerance to /R [7]. Some of these include the use of
organs from older donors and grafis such as small-for-size or
steatotic livers. However, I/R injury is the underlying canse
of graft dysfunction in marginal organs [7]. Indeed, the use
of steatotic livers for transplantation is associated with an

increased risk of primary nonfunction or dysfunction after
surgery | 8]. In addition, the ocourrence of postoperative liver
failure after hepatic resection in a steatotic liver exposed to
normothermic ischemia has been reported |9]. Therefore,
minimizing the adverse effects of /R injury could improve
outcomes in steatotic liver surgery, increasing the number of
patients who successfully recover from major liver surgery.

Animal models of cold and warm hepatic I/R are valuable
tools for understanding the physiopathology of hepatic I/R
injury and discovering novel therapeutic tarpets and drugs.
Some of the mechanisms and cell types involved in hepatic
I/R injury are described below.

The lack of oxygen in hepatocytes during ischemia causes
ATP depletion and alterations in H*, Na', and Ca*' home-
ostasis that activate hydrolytic enzymes and impair cell vol-
ume regulation leading to the swelling of sinusoidal endothe-
lial cefls (SECs) and Kupffer cells (KCs) [10]. This fact,
together with the imbalance between nitric oxide (NO) and
endothelin production, contributes to the narrowing of the
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Strategies to improve the viability of steatotic livers could reduce the risk of dysfunction after surgery and increase the number of
organs suitable for transplantation. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are major regulators of lipid metabolism
and inflammation. In this paper, we review the PPAR signaling pathways and present some of their lesser-kmown functions in
liver regeneration. Potential therapies based on PPAR regulation will be discussed. The data supgest that further investigations are
required to elucidate whether PPAR could be a potential therapeutic target in liver surgery and to determine the most effective
therapies that selectively regulate PPAR with minor side effects.

1. Introduction

Liver transplantation has evolved as the therapy of choice for
patients with end-stage liver disease. However, the waiting
list for liver transplantation is growing at a rapid pace,
whereas the number of available organs is not increasing
proportionately. The potential use of steatotic livers, one of
the most common types of organs in marginal donors, for
transplantation has become a major focus of investigation.
However, steatotic livers are more susceptible to ischemia-
reperfusion (I/R) injury, and the transplantation of steatotic
levels results in a poorer outcome than that of nonsteatotic
livers. Indeed, the use of steatotic livers for transplantation
is associated with an increased risk of primary nonfunction
or dysfunction after surgery |1, 2]. In hepatic resections,
the operative mortality associated with steatosis exceeds
14%, compared with 2% for healthy livers, and the risks of
dysfunction after surgery are similarly higher {2, 3|. Despite
advances aimed at reducing the incidence of hepatic /R
injury (summarized in earlier reviews) [1, 2}, the results to
date are inconclusive. In this paper, we review the peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARa) and PPARy

signaling pathways in steztosis, inflammation and regener-
ation, three key factors in steatotic liver surgery [1-5]. Our
review of the different strategies pursued to regulate PPAR
in liver diseases may motivate researchers to develop effective
treatments for steatotic livers in patients undergoing I/R. The
potential clinical application of strategies that regulate PPAR
in the setting of steatotic liver surgery is also discussed.

2. Characteristics of PPAR

PPARs belong to the hormone nuclear receptor superfamily
and consist of three isoforms: PPARa, PPARy, and PPARS/S.
Of these, our group and others have demonstrated that
PPARa and PPARy are important regulators of postischemic
liver injury [1, 2, 6, 7| that exert their effects on steatosis and
inflammation, which is inherent in steatotic liver surgery |8—
12].

Previous results indicate that the presence of fatty infil-
tration by itself in the liver {without any surgical interven-
tion} does not induce changes in PPARx or PPARy levels,
as no differences were observed in the levels of these tran-
scription factors between steatotic and nonsteatotic livers of
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Retinol Binding Protein 4 and Retinol in
Steatotic and Nonsteatotic Rat Livers in the
Setting of Partial Hepatectomy Under
Ischemia/Reperfusion

Maria EIius-Mir&." Marta Mussip—Sulcedu,u' Jens Rl:|i||:|,‘ej Florian Schwei erf,3 Mariana Mendes-Braz,”
Fernando Ramalho,® Monica B. Jiménez-Castro,' Arani Casillas-Ramirez,’ Raquel Bermudo,”

Antoni Rimola,”® Juan Rodes,'” and Carmen Peralta'”

'August Ff | Sunyer Insfitute for Biomedical Research, Barcelona, Spain; 2Netwaork Center for Biomedical
Research in Hepatic and Digestive Diseases, Barcelona, Spain; *institute of Nufritional Science, University of
Potsdam, Nuthetal, Germany:; “Department of Pathology and Forensic Medicine. Focully of Medicine,
University of Sdo Paulo, Sdo Paulo. Brazil: and *Tumour Bank: and ®Liver Unit, Hospital Clinic. Barcelona, Spain

Steatotic Ivers show increased hepafic damage and impaired regeneration after partial hepatectomy (PH) under ischemia/
reperusion (I/R), which is commonly applied in clinical practice to reduce bleeding. The known function of retinol-binding
protein 4 {(RBP4) is to transport retinal in the creulation. We examined whether modulating RBP4 and/or retinal could pro-
tect steatotic and nonsteatotic livers in the setting of PH under I/R. Steatotic and nonsteatotic livers from Zucker rats were
subjected to PH (70%) with 60 minutes of ischemia. RBP4 and retinol levels were measured and altered pharmacologically,
and their effects on hepatic damage and regeneration were studied after reperusion. Decreased RBP4 levels were
observed in both liver types, whereas retinol levels were reduced only in steatotic livers. RBP4 administration exacerbated
the negative consequences of liver surgery with respect to damage and liver regeneration in both liver types. RBP4 affected
the mobilization of retinol from steatotic livers, and this revealed actions of RBP4 independent of simple retinol transpart.
The injurious effects of RBP4 were not due to changes in retinol levels. Treatment with retinol was effective only for steatatic
Iivers. Indeed, retinol increased hepatic injury and impaired liver regeneration in nonsteatotic livers. In steatotic livers, retinol
reduced damage and improved regeneration after surgery. These benefits of retinol were associated with a reduced accu-
mulation of hepatocellular fat. Thus, strategies based on modulating RBP4 could be ineffective and possibly even harmiul in
both liver types in the setting of PH under VR. In terms of clinical applications, a retinol pretreatment might open new ave-
nues for liver surgery that specifically benefit the steatotic liver. Liver Transpl 18:1188 1208, 2012, 2012 AASLD.

Received February 27, 2012; accepted June 3, 2012
In clinical situations. partial hepatectomy (PH) under Hepatic steatosis. a major risk factor for liver surgery.

ischemia/reperfusion (I/R) is usually perfomed to is associated with an increased complication index
control bleeding during parenchymal dissection.’ and increased postoperative mortality after major liver

Abbreviations: ALT, alanine aminotmnsferase; AST, aspanate aminotransferase; Brdll, bomodeoxyunidine; HGF, hepatocyte growth
factor; I/R, ischemia/reperfusion; Lo, lean; mRNA, messenger RNA; Ob, obese; PH, partial hepatectomy; RBP4, retinol-binding
protein 4; TGF-f, transforming growth factor [i; TTR, tansthymetn: [/ gy, ischemia freperfusion E.tdtl?rcn'nu:pcrtuaturn Hmes.
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Chapter 4

ADENOSINE TRIPHOSPHATE IN EXPERIMENTAL
LIVER SURGERY

M. Eﬁﬂs-}m’ra'i, M. B. ﬂme’ne;-fastmi and C. Peralta™’
'nstitut d Tnvestizacions Biomédiques August Pi 1 Sunyer. Barcelona. Spain
*Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas v Digestivas.
Barcelona. Spamn

ABSTRACT

The shortage of organs has led centers to the acceptance of marginal grafts such as
fatty livers, small-for-size liver or aged domors. However. the clinical problem is
vnresolved since this type of liver tolerates poorly hepatic ischemia-reperfusion (I'R) and
show regenerative failure after liver surgery. The use of marginal liver for transplant is
associated with mncreased risk of primarily non-function or dysfunction after surgery,
being the deficiencies in energy metabolism one of the main mechanisms responsible for
the vulnerability of this liver type to LI'B. mpury and regenerative failure. Indeed.
experimental studies and clinical observations clearly indicate that marginal livers show
more adenosine triphosphate (ATP) depletion duning ischemwa and synthesize
less ATP than normal livers during the early phase of reperfitsion. This book chapter will
be focused on the role of ATP in hepatic IR injury and the mechanisms responsible
of ATP depletion in both marginal and normal livers. We will show that the deleterions
effects of ischemia on ATP depletion and the lactate production limit swrvival of
hepatocytes, being this effect more exacerbated in marginal livers. Also, we will explain
how different conditions. including the presence of fatty infiltration or starvation
affect ATP recovery during reperfusion, a prerequisite for liver graft wiability after
surgery. In hepatic I'R injury cell death can occur via necrosis or apoptosis. We will
review the key role of ATP as a putative apoptosis/necrosis switch: when ATP depletion
15 severe, necrosis ensues before the activation of the energy-requiring apoptofic
pathway. The present book chapter will discuss how ATP depletion and its posterior
restoration depends on the fype of ischenua (cold or warm ischenua), the tvpe of liver,
duration and the extent of hepafic ischemia starvation. and the presence of liver
regeneration. We will show that the mechanism responsible for ATP recovery during
reperfusion depends of the experimental model used. Therefore, is very important to
choose fo standardize experimental conditions according to the clinical quesfion being
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Barlcgroimd & Aims: This study examined whether the regula-
tiom of resistin and wsfatin could reduce damape and improre
TepenEration in both steatotic and non-steatotc Hrers wmdergo-
ing partial hepatectomiy under ischemia-reperficion, a procedure
commaonly applied in dinical practice to reduce bleeding,
Methods: Resictin and wisfatn were pharmacologically modo-
lated in Jean and obece animals imdergoing partial hepatectommr
under ischemia-reperfiasion.

Results: Mo ewvident role for these adipogrtolines was obeenred
in non-steatotic Yrers. Howerer, obese animals undergoing Brer
sarpery showed inoeased resistin in liver and plasma, without
changes in adipose tissue, topether with wisfatin downre pulaton
in liver and increment in plasma and adipose Seene. Endopenone
resistn maintadne low lorels of visfatin in the liver by blocldn g ite
hepatic uptale from the grulation, thus regulating the wisfatin
detrimental gffects on hepatic damage and regenerative failure
Indeed, the administration of ant-resiztn atbodies inoeased
hepatic acoumulation of adipoorte-derired wefatin, exacerbating
damage and repeneratve falure. Interestingly, treatment with

Jeyrvoads: Liver surgery; Hepatic sieatosis; Kegenesation; Resaction; Adipocyic
lines; schemia reparfumion
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T Theme 2uthors comtrbuied equally to this worl
Abbemigtions: TH, partial hapatectomy; Y, ixchemoa rapafusion; Mampt, nis
tinamide phosphonibemyl ramferase; NAD, moatnamide adenine dinuchootide;
TWF, tumes necromis factor; 1L, inerleulin; b, obese In, Jean; Brd W, brome de
wogruridine; AST, asparite amine translesase; ALY, dlmine aminotanshrase; HGF,
hepatooyte growdn fcer; TSF, tanzoaming oewth fotor; MM, mpeloparcad
daze; MW, malondialdahpde; 100, Low darmity Bipopmobein; WIOL, wery Jow de
nzity bpomotein; HOL trh dermity lipoproten ; COH, ghtamate delnpd ropmn ass;
CIFT2, carnitine palmyrted tramederame 2; MOAD, mediumchain agl Coddahedre
genae; PR 1, fibroblast growrth factor 21, 5002 supercadd e dizmaurtase 2; S,
glhuthatiione percacidase 1; 20101, searop) CoA desabwrase 1; FAS, fatty ackd
symthass; OOX), Qachrome coaddase subnmit 1) OOV, cpiochmome < oagdase
zubumit v,
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antivisfatn antibodies protected steatotic livers, and simoilar
recnlts were obtained with the comcomitant inhibiton of resistin
ard wisfatin. Thus, when wsfatim wae inhitited, the injurious
effecte of anti-recistin antibodies disappeared Herein we show
thatupre plation of visfatin increased NAD levels in the Rrmnant
cteatotic Yrer, whereas wisfatin inhibition decreased them. These
later cheervatione sugeect that visfatim may farour smthesis of
MAD inctead of DMA and induces dteratons in amino acid
metabolism-urea cyde and MO production, owerall negatively
affecting liver wiability.

Conclusions: Jur results indicate the clinical potental of visfatin
Hodong-baced therapies in steatotic Iivers undergoing partial
hepatectomny with ischemia-reperfision.

12013 Furopean Accodation for the Study of the Liver Published
tor Elsewier BV, ANl might=s resemred

Introduction

In tlinical situations, pardal hepatectomny (PH) under icchemia-
reperfusion (1fR) ix vsnally performoed to control bleeding durmg
parenthymal dissection |1 ] Mo than 20% of patients coming to
Iirer resection have some degree of steatosic, nenally related to
cbesity |2.3] Hepatic steatosis is 3 major rsl factor for Jiver sur-
EETY SInEe it 15 assodated with an increased complication index
ard postoperatire mortality after major liver resecton |4]

Under pathological conditione, adipose tissue has appeared as
a highly actire endooine gland, secreting adipooitolones such ac
resistin and wisfatin |5 ] Howsever, ®sistin and wisfatn are also
expressed I Iirer under obesity conditions and during fbrosic
15.7]

Ioeased lewele of resistin hawe been mported in patients
with drrhosis, comelating with the severity of the diseaze |5.£].
Oppocite effects of recistin on moyocardial mjuryr have been
reported [9]

Vicfatin, alsolinown a5 nicotinamide phosphoribosyltmnsfer-
ace (Mamopt], ie criticdl for the symthesis of nicotdnamide ademine

Jeumal of Hepatology 2014 ol &0 | £7-595
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Abstract

Background: Steatade ic 4 rick factar in partial hepatectamy (FH) under
ischaemia-reperfucian (I'R), whizh ic commanly applied m clinizal practce
ta reduce bleeding, Mutritional suppart strategies, ac well ac the rale of
peipheral adipase ticene ac energy source for liver regeneration, remdn
poarly investigated. Afms: Ta investipate whether the adminigration of
dther ghicase or a lipid emuldon canld protect steatatic and non-steatatic
liwers againct damage and regenerative fathire in an expedmental madel of
FH undsr U'F. The relevanse of peripheral adipase tisne in liver repeneration
fallvwing mirgery ic studied Aethods Stratotic and non-steatatic rat lvers
were subjected to surgery and the effecte of either ghucase ar lipid treatment
an damage and regeneraton, and part of the underlying mechanicme, were
investipgated. Results: Innon-steatatic lwers, treatment with lipide ar glucase
pravided the same pratection againe damage, regeneration falure and ATF
drap. Adipase timne was nat required to regmerate nan-steatatic livers. In
the presence of hepatic steatasis, lipid treatment, but nat glucase, pratected
apainet damage and regenerative failure by inductdon of cell e,
maintrnance af ATF levels and elevation of sphingasine-1-phasphatedcera-
mide ratia and phasphalipid levels. Peripheral adipase tissue was required
far regenerating the steatotc Brer but it was nat used a2 an energy
saurce. Conshuston: Lipid treatment in non-steatotc Bwers prowides the
same protectian as that affarded by glucase in canditions of FH under I'E,
whereas the treatment with lipide ic preferable to reduee the injurdans dfects
of bver surgery in the precence of steatasie.
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