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LISTA DE ABREVIATURAS

AA: Acido araquidénico

AC: Adenilatociclasa

ADN: Acido desoxirribonucleico
AMPK: Activador de la proteina kinasa
ATP: Adenosin trifosfato

BRZ: Inhibidores reversibles de la UPS bortezomib
EROS: Especies reactivas de oxigeno
TNF: Factor de necrosis tumoral

GPx: Glutation peroxidasa

GSH: Glutatidn hepdatico

IP: Intra portal

IR: Isquemia y reperfusion

LDH: Lactato deshidrogenasa

NAC: N-acetilcisteina

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

OH: Radical hidroxilo

10,: Oxigeno singlete

H,0, : Perdxido de hidrégeno

O": Anidn superdxido



RESUMEN

La melatonina es un potente antioxidante y agente antiinflamatorio sintetizado a partir del
aminodcido esencial L-triptéfano. Se produce en la glandula pineal y en muchos otros érganos.
Sus beneficios se basan en sus acciones directas como eliminadora de radicales libres, asi como
en sus funciones antioxidantes indirectas estimulando el sistema de defensa celular. En muchas
enfermedades hepaticas, como la esteatosis o la cirrosis, se produce la generacion de especies
reactivas de oxigeno, seguida de daifos moleculares generando asi la muerte celular de los
tejidos. El trasplante es el tratamiento de Ultimo recurso para la etapa final de las enfermedades
hepaticas tanto agudas como crénicas. Este tratamiento puede fracasar debido a un proceso
inherente al procedimiento del trasplante: el fendmeno isquemia y reperfusion. El éxito del
trasplante depende, al menos en parte, de la capacidad de controlar dicho proceso y de la
calidad del injerto a trasplantar. Para reducir sus lesiones es primordial encontrar farmacos o
sustancias eficaces contra el rechazo, con el fin de aumentar la supervivencia a largo plazo de
los injertos. La melatonina mejora el resultado de los trasplantes de dérganos en modelos
experimentales mediante la reduccién de la lesién por isquemia y reperfusién desempefiando
un papel importante en la prevencion del rechazo del injerto. Varios estudios demuestran que
la melatonina previene la lesidn por isquemia y reperfusidén hepdtica y reduce la peroxidacion
lipidica en las membranas bioldgicas, beneficiando asi la supervivencia del injerto. Por ello, se
ha propuesto que esta indolamina desempefia una defensa eficaz frente al rechazo del injerto.
En esta revisidn se resumen los efectos protectores de la melatonina contra el dafio hepatico
producido por isquemia y reperfusion mediada por radicales libres, y su utilizacién terapéutica

potencial en el trasplante de érganos.



ABSTRACT

Melatonin is a powerful antioxidant and anti-inflammatory agent synthesized from the essential
amino acid L-tryptophan. It is produced in the pineal gland and many other organs. Its benefits
are based on its direct actions as a free radical scavenger, as well as on its indirect antioxidant
functions by stimulating the cellular defense system. In many hepatic diseases, such as steatosis
or cirrhosis, the generation of reactive oxygen species is produced, followed by molecular
damage generating tissue cell death. Transplantation is the treatment of last resort for the final
stage of both acute and chronic liver diseases. This treatment can fail due to a process inherent
to the transplant procedure: the phenomenon of ischemia and reperfusion. The success of the
transplant depends, at least in part, on the ability to control this process and the quality of the
graft to be transplanted. In order to reduce their injuries it is essential to find drugs or substances
effective against rejection, in order to increase the long-term survival of the grafts. Melatonin
improves the outcome of organ transplants in experimental models by reducing ischemic and
reperfusion injury and playing an important role in preventing graft rejection. Several studies
show that melatonin prevents ischemia and reperfusion injury and reduces lipid peroxidation in
the biological membranes, thus benefiting graft survival. Therefore, it has been proposed that
this indolamine plays an effective defense against graft rejection. This review summarizes the
protective effects of melatonin against liver damage from ischaemia and free radical-mediated

reperfusion, and its potential therapeutic use in organ transplantation.
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1. MELATONINA

Descubrimiento

La primera descripcidn de la glandula pineal se atribuye a Herdfilo de Alejandria, en el
siglo lll a.C., quién la vinculé a funciones valvulares reguladoras del “flujo del pensamiento” en
el sistema ventricular. En el siglo Il d.C., Galeno describié su anatomia e introdujo el término de
konarium (cono de pifia), denominacién que ha perdurado hasta nuestros dias junto con la de
pineal, de pinea (pifia en latin). El siguiente avance en el conocimiento de la glandula pineal tuvo
lugar en el Renacimiento. Una de sus mejores descripciones la realizé Andrés Vesalio en su obra
“De Humanis Corporis Fabrica” (1543). Posteriormente, Descartes (1514-1564) la calificé como
sede del alma y pensd que los estimulos percibidos por los ojos eran llevados al cerebro y desde
alli alcanzaban la glandula pineal. En la segunda mitad del siglo XIX se replante¢ la fisiologia de
la glandula pineal abordando su anatomia e histologia gracias al desarrollo de métodos técnicos
mas refinados de corte y tincidn tisular. En 1850, Von Kolliker observd la presencia de fibras
nerviosas en la glandula pineal de mamifero, y Santiago Ramdn y Cajal, encontré fibras nerviosas
ramificadas en la glandula pineal de ratén y sugirié que eran de origen simpatico (Ramdn y Cajal,
1904). A finales del siglo XIX, gracias al desarrollo de la fisiologia del sistema endocrino se
sospecho que la glandula pineal de los mamiferos pudiera desempefiar un papel como glandula
endocrina. Esta hipdtesis se confirmd mas adelante por Heubner (1898) quién publico el caso
clinico de tres nifias con tumores pineales estableciéndose una relacidn entre la glandula pineal
y la reproduccidn. En 1943, Bargman sugirio que la funciéon endocrina de dicha glandula estaba
regulada por la luz a través del sistema nervioso central (Guerrero et al.,, 2007). El
descubrimiento mds importante, en referencia a la glandula pineal, fue el de su principal
hormona, la melatonina, una estructura aislada por Lerner y colaboradores, y que le dieron el
nombre de melatonina al relacionar su funcidn con el pigmento melanina y su estructura con la

serotonina (Lerner et al., 1958).

Basandose en estudios fisiolégicos y anatdmicos, se constaté que la sintesis de
melatonina estaba controlada por la luz ambiental a través del sistema nervioso. Hoffman y
Reiter en 1965 demostraron que la oscuridad inducia cambios gonadales en un hamster que
podian ser suprimidos por la pinealectomia, lo que dejaba clara la importancia de Ia
luz/oscuridad (Fiske y Huppert, 1968). Axelrod y Wurtman acufiaron la expresién “transductor

neuroendocrino” para describir a la glandula como un érgano que convierte un estimulo neural



proveniente de la retina y originado por la luz ambiental en una respuesta endocrina
produciendo melatonina. Posteriormente, aparecieron los primeros anticuerpos especificos
para melatonina identificandose en drganos, tejidos y células muy dispares poniendo de

manifiesto la existencia de fuentes extrapineales de melatonina (Guerrero et al., 2007).
Biosintesis

La melatonina es una molécula de al menos dos mil millones de afios (Poeggeler et al.,
1994) que esta presente en todos los animales y plantas donde se ha buscado, presentando la
misma estructura molecular. Es una indolamina descrita por primera vez por McCord y Allen
(1917) y aislada por Lerner et al. (1958) a partir de extractos de glandula pineal. Se trata de un
cristal orgdnico, de color blanco, constituida por 67,22 % de carbono, 6,94% de hidrégeno, 12,06
% de nitrogeno y 13,78 % de oxigeno. Su peso molecular es de 232,38 Daltons. Es un sélido

organico poco soluble en agua y muy soluble en etanol, con punto de fusién entre 116 ° y 118

Celsius (Reyes, 2008).

La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina se produce en la gldndula pineal o epifisis
principalmente y en otras fuentes extrapineales como la placenta, los testiculos, la médula dsea,
los ovarios, la retina, el intestino y el higado (Esteban-Zubero et al., 2016a). Su sintesis esta
controlada por el ntcleo supraquiasmatico, que esta sincronizado con el ciclo luz/oscuridad.
Durante la noche, éste envia sefiales provocando la activacién de la via retino-hipotdlamica e
induciendo la liberacidon de noradrenalina. La unién de la noradrenalina a sus receptores,

localizados en las membranas de los pinealocitos, promueve la sintesis de melatonina.

La formacidn de la melatonina comienza con la captacion del triptéfano del torrente
circulatorio que se hidroxila en la mitocondria mediante la triptofano-hidroxilasa.
Posteriormente se activan otras tres enzimas: descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos,
N-acetiltransferasa y acetilserotonina metiltransferasa. La mayor parte del 5-hidroxitriptofano
se convierte en serotonina en el citosol, gracias a la intervencion de la enzima descarboxilasa
(Guerrero et al., 2007). La serotonina tiene dos vias principales de metabolizacién en la glandula
pineal, una catabdlica, puede desaminarse por accién de la monoamino oxidasa (MAOQ), o bien
anabdlica, convirtiéndose en melatonina por la acciéon de la N-acetil-trasnferasa (NAT), que
presenta un ritmo circadiano, dando lugar a la N-acetilserotonina, y a continuacién, por la
enzima hidroxiindol-O-metil transferasa (HIOMT) transfiere un grupo metoxi de un cofactory la

convierte en N-acetil-5-metoxitriptamina o melatonina (figura 1).
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FIGURA 1. Metabolizacion de la serotonina

Regulacién de la sintesis de melatonina

La sintesis de melatonina se regula por el ritmo circadiano luz/oscuridad ya que presenta
un perfil ritmico de produccién proporcional al estimulo noradrenérgico nocturno, con valores
minimos diurnos y maximos nocturnos (Esteban-Zubero et al., 2016b), causado por el ritmo
circadiano de la NAT. En ausencia de luz, se generan potenciales de accion en la retina que son
conducidos hasta el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo. Se conduce el impulso eléctrico
hasta el ganglio cervical superior, desde donde partiran las fibras adrenérgicas postganglionares
gue regresaran a la cavidad craneal y alcanzaran la membrana del pinealocito. Es aqui donde se
produce la liberacion de norepinefrina que se unira a receptores a; y B: del pinealocito
provocando el aumento de la concentracidén de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que activa
una serie de fosforilasas y aumenta la actividad de la NAT, lo que determina mayor

concentracion de N-acetilserotonina y melatonina (Reyes, 2008) (figura 2).
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FIGURA 2. Regulacion de la sintesis de melatonina. AMPc: Adenosin monofosfato ciclico. ATP: adenosin trifosfato

Distribucidn, niveles en sangre y catabolismo.

La estructura inddlica de la melatonina le confiere liposolubilidad, por lo que atraviesa
facilmente la bicapa de la membrana del pinealocito por difusién. Esto determina que tras el
estimulo de la sintesis de melatonina se eleven rapidamente sus niveles en plasma vy, por lo
tanto, en todos los compartimentos del organismo. Por otra parte, la melatonina sintetizada por
las fuentes extrapineales escasamente pasa a la circulacién, manteniendo niveles elevados de
melatonina en los tejidos. Una vez sintetizada, la melatonina es liberada al sistema vascular
accediendo a fluidos, tejidos y compartimentos celulares. Debido a que la melatonina no se
acumula y a su rdpida liberacidon a sangre, los niveles de la hormona en este fluido son

considerados el principal indice de sintesis pineal (Guerrero et al., 2007).

Se transporta en plasma principalmente unida a la albumina (70%) y también en forma
libre (30%). Su vida media oscila entre los 20 y 40 minutos. De cualquier forma, sus niveles estan
condicionados por la duracion del ciclo luz/oscuridad siguiendo un ritmo circadiano, con
concentraciones altas durante la noche y basales durante el dia (Pang et al., 1980; Aimoto et al.,
1985; Menéndez-Peldez et al., 1987; Reiter, 1991). También sigue un ritmo estacional, siendo

sus valores mas altos en invierno.



La secrecidén de melatonina varia a lo largo de la vida (figura 3). Durante los primeros
seis meses de vida los niveles nocturnos de melatonina son bajos, siendo entre los 1y los 3 afios
cuando se alcanzan los niveles mas elevados. Entre los 15 y los 20 afios se produce una caida en
los niveles a pesar de la produccién constante de melatonina después de la infancia. Durante las
siguientes décadas disminuyen de forma progresiva hasta los 70-90 afos, en que sus niveles son

los mas bajos (Berzosa, 2011).
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FIGURA 3. Niveles de melatonina a lo largo de la vida. Fuente: International Instititute of Melatonin.

La melatonina se cataboliza muy rapida en el higado, dénde se transforma en 6-
hidroximelatonina, gracias a la accidn de las enzimas del citocromo P450. Este metabolito se
elimina facilmente por orina (Kopin et al., 1961; Kveder et al., 1961; Hardeland et al., 1993).
También puede seguir otras vias catabdlicas, como la desacetilacién y desaminacién para

convertirse en 5-metoxiindolacético y 5-metoxitriptofol (Galzin et al., 1998; Grace et al., 1991).
Mecanismos de accién

Como primeramente la melatonina se consideré como una hormona, sus funciones se
intentaron explicar a través de su interaccidon a través de los receptores de membrana.
Posteriormente, se describieron funciones independientes de receptores (Fuentes, 2008). Los
mecanismos de accién mediados por receptores se pueden subdividir en los de unién a un

receptor de membrana o nuclear, y los que se realizan independientemente de la unién a
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receptor que incluyen la interaccidon con proteinas intracelulares y la actividad antioxidante

(Reyes, 2008) (figura 4).
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FIGURA 4. Resumen de los principales mecanismos de accion y funciones de la melatonina. MT: receptor de
membrana de melatonina, AC: adenilatociclasa, RZR/ROR: Receptores nucleares de melatonina, RL: radicales libres,
MTP: poro de permeabilidad transtitoria mitocondrial, RE: reticulo endopldsmico.
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Funciones

La melatonina controla diversas funciones que tienen relacién con el eje
neuroendocrino-reproductor ademds de inmunomoduladoras, tanto en su vertiente celular
como humoral. También regula el ritmo bioldgico y un componente muy importante del sistema
de defensa antioxidante (Guerrero et al., 2007): 1) Tiene la capacidad para resincronizar los
ritmos circadianos regulando los ciclos de suefio y vigilia en situaciones, desde el ciclo circadiano
libre de control medioambiental hasta el trabajo por turnos pasando por el malestar que
acompafia a los viajes transoceanicos. 2) Con el fin de adaptarse a los cambios anuales, los
organismos de muchas especies siguen ritmos estacionales y presentan diversas oscilaciones en
su comportamiento reproductor y alimentario. 3) Interviene en la maduracion sexual: el
desarrollo puberal va ligado a un importante descenso en los niveles de melatonina plasmatica.
De tal forma que una disfuncién pineal puede adelantar la pubertad, mientras que una
hiperproduccién de melatonina puede retrasarla. 4) Repercute de forma beneficiosa en el
envejecimiento (Guerrero et al.,, 2007). 5) Tiene una potente capacidad antioxidante
neutralizando directamente a los radicales libres y potenciando el efecto antioxidante mediante
la activacion de otras enzimas antioxidantes (Romero et al., 2008). 6) Conserva los estados
funcionales y energéticos durante la isquemia-reperfusion al reducir las concentraciones de
factor de necrosis tumoral (TNF) y dxido nitrico (NO). 7) Presenta una capacidad oncostatica
reduciendo el crecimiento del tumor por lo que puede ser util en terapias adyuvantes
antitumorales. 8) Tiene una funciéon inmunomoduladora, que ejerce multiples acciones sobre el
sistema inmunitario operando por la via de regulacién de las citoquinas. Es capaz de modular la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa estimulando la proliferacion celular y sus mediadores
inmunoldgicos en timo, bazo y médula dsea. Ademas, estimula la funcidn de los neutrofilos,
macrofagos y células natural killer (NK). 9) Estabiliza las membranas microsomales,
permitiéndoles, de manera dependiente de la concentracidn, resistir la rigidez inducida por el
ataque de radicales libres (Garcia et al., 1997). 10) A nivel mitocondrial, aumenta la sintesis de
adenosin trifosfato (ATP), disminuye el potencial de membrana mitocondrial con lo que
disminuye la pérdida de electrones y, por tanto, reduce la produccidon de radicales libres de

oxigeno al mejorar la eficiencia de la cadena de transporte de electrones.
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2. ESTRES OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

El dafio o estrés oxidativo es consecuencia de la exposicidn de la materia bioldgica a los
radicales libres y especies reactivas de oxigeno (EROS), que son generadas mediante el
metabolismo aerobio y cuya produccion aumenta ante cualquier lesién tisular (Reyes, 2008). La
sobreexposicién a los radicales libres produce una ruptura del equilibrio que debe existir entre
factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes defensivos encargados de eliminar dichas
sustancias reactivas. Como consecuencia se producen alteraciones estructurales y funcionales
del érgano sometido al estrés, que también acelera su envejecimiento y favorece la muerte

celular ya sea por apoptosis o necrosis (Andonis y Garcia, 2002).

El atomo estd compuesto por un nucleo formado por protones y neutronesy una corteza
de electrones que orbitan en torno al nucleo dispuestos en orbitales, que son regiones en el
espacio donde la probabilidad de encontrar un electron es mayor. Los electrones se reparten en
orbitales segun su nivel energético. Los radicales libres son toda aquella estructura quimica que
presenta uno o varios electrones desapareados o impares en su orbital mas externo, ddndole
una configuracidon que genera gran inestabilidad electrénica (Justo y Gutiérrez, 2002). El orbital
desapareado compensa su orbital incompleto a expensas de desestabilizar la configuracion
electrénica de un atomo vecino con el que reacciona, convirtiéndole a su vez en otro radical
libre. Por ello, los radicales libres son muy reactivos, con una vida media corta. Por otra parte,
los radicales libres de oxigeno pueden participar en funciones normales como la fagocitosis y
guimiotaxis, la sintesis de colageno y prostaglandinas, activando enzimas de la membrana

celular y disminuyendo la sintesis de catecolaminas.

Los radicales libres son elaborados continuamente como producto normal del
metabolismo de cada célula. Es importante considerar que el oxigeno es imprescindible para el
metabolismo de las células de nuestro organismo, pero no hay que olvidar que sus productos

tienen muchos efectos téxicos sobre nuestros propios tejidos.

Existe una gran variedad de radicales libres, tanto derivados del oxigeno como del
nitrégeno, o incluso centrados en otras moléculas, como el azufre. El término EROS incluye tanto
a los radicales libres como a sus moléculas precursoras y derivadas (Justo y Gutiérrez, 2002).
Algunas son radicales libres, como el hidroxilo (-OH) y, en cambio, otras no son radicales en

realidad, pero son fuentes de radicales libres como el perdxido de hidrégeno (H.0,) (Reyes,

13



2008). Las principales EROS son (figura 5): -OH, H,0,, anién superdxido (-07), 6xido nitrico (NO),

perdxilo (ROO-), oxigeno singlete (10,) y ozono (0s).
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Figura 5. Configuracion electrénica de los orbitales moleculares de diferentes especies reactivas de
oxigeno.

Pueden clasificarse en: inorgdnicos o primarios que se originan por la transferencia de
electrones sobre el 4tomo de oxigeno, que se caracterizan por tener una vida media muy corta,
y entre los que destacan -OH, NO y -O;". Por otra parte, los orgdnicos o secundarios se originan
por la transferencia de un electrén de un radical primario a un dtomo de una molécula organica
o por la reaccién de dos radicales primarios entre si. Poseen una vida media un poco mas larga
gue los primarios. Finalmente, los intermedios incluyen un grupo de especies quimicas que
generan radicales libres o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas, entre las que se

encuentran el H,0,, el acido hipocloroso, el peroxinitrito y los hidroperéxidos organicos.

Los radicales libres se producen por diferentes mecanismos, entre los que los producen
destaca la cadena de transporte de electrones mitocondrial. El oxigeno es utilizado por los
organismos aerobios como aceptor final de electrones durante la cadena respiratoria
mitocondrial generdndose ATP y es inevitable la formacién de especies reactivas a partir del
oxigeno. Por eso, la mitocondria es la principal fuente de radicales libres y se producen
fundamentalmente durante la fosforilaciéon oxidativa, que es una cadena de reacciones
catalizadas enzimaticamente por una serie de complejos situados en la membrana interna. Los

principales complejos productores de radicales libres son el | y el lll. Otro mecanismo, también
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mitocondrial, es la oxidacién de los acidos grasos que se realiza en la matriz, aunque también se
pueden oxidar los dcidos grasos en otros compartimentos celulares gracias a la enzima acetil-
CoA. El citocromo Pssp se localiza en el reticulo endopldasmico y cataliza reacciones de
hidroxilacion de diversos sustratos enddgenos y exdégenos haciendo que muchas sustancias
téxicas sean mas hidrosolubles, consiguiendo asi, que sean mds faciles de eliminar por la orina.
Para ello, utiliza como cofactor nicotinamida adenina dinucledtido reducido (NADH) con la
formacion de O, mediante la reduccién directa del oxigeno. Mediante la fagocitosis se
producen grandes cantidades de EROS. Este proceso se realiza por los leucocitos granulocitos y
el sistema monocito-macréfago e implica la accidon de la nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato oxidasa (NADPH). Sin control, los radicales libres producidos se utilizan como defensa
contra el ataque de la bacteria fagocitada, pudiendo dafiar los tejidos sanos circundantes.
Finalmente, otras enzimas implicadas en la produccién son la monoamino oxidasa y la xantina
oxidasa, que participan en la oxidacion de monoaminas y xantinas respectivamente. Otras
circunstancias en las que también se producen radicales libres son: los procesos inflamatorios,
los traumatismos y los fenédmenos de isquemia y reperfusion (Justo y Gutiérrez, 2002), la
contaminacidon ambiental, el tabaco, el alcohol, la exposicion solar, los farmacos antineoplasicos
y antibidticos dependientes de unién a metales para su actividad, anestésicos, los pesticidas, y

la actividad fisica desequilibrada favorecen el estrés oxidativo.

El dafio celular producido por una sobreexposicion a EROS afecta a moléculas como los
lipidos, donde desencadena un proceso denominado peroxidacion lipidica, alterando la
permeabilidad de la membrana celular y produciendo edema y muerte celular. Los acidos grasos
insaturados, componentes esenciales de las membranas celulares, son muy susceptibles de
sufrir un ataque oxidativo iniciado por radicales libres. Otra diana de este ataque son las
proteinas mediante la oxidacién de aminoacidos esenciales provocando alteraciones en la
sintesis de proteinas. El acido desoxirribonucleico (ADN) también es vulnerable y puede sufrir
alteraciones que conllevan la supresion o pérdida de genes supresores de tumores que puede
derivar en carcinogénesis. Por eso, desde el punto de vista clinico, la exposicion a estas especies
reactivas contribuye al envejecimiento y a la fisiopatologia de la aterosclerosis, el infarto de
miocardio, la diabetes, la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer y el cancer, entre otros (Justo

y Gutiérrez, 2002).

El sistema de defensa antioxidante estd constituido por un grupo de sustancias que, al
estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen
la oxidacién de éste. Los antioxidantes interactian mas rapido con los radicales libres de oxigeno

y las especies reactivas que con otras moléculas presentes. Por eso, actian como depuradores
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de radicales libres ayudando a mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos

ultimos.

Los antioxidantes que tomamos de forma exdgena pueden actuar como moléculas
“suicidas” neutralizando el radical libre y oxidandose simultaneamente, de ahi que la reposicidon
de estos debe ser de forma continua. Estos antioxidantes incluyen, entre otros, la vitamina E, la

vitamina Cy los betacarotenos (tabla 1) (Justo y Gutiérrez, 2002).

Ademas, la proteccion frente a los radicales libres se puede realizar mediante un sistema
enzimatico que incluye a la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa
(GPx) o mediante un sistema paralelo denominado depurador de radicales libres localizado en
el citosol y en las membranas de las células. La neutralizacién de los radicales libres involucra
otros sistemas celulares como las membranas, acidos nucleicos y proteinas, lo que lleva a la

muerte celular (Reyes, 2008).

Tabla 1. Clasificacidn de los antioxidantes

Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc

Beta caroteno Acido tidctico Manganeso
Flavonoides Enzimas:

* Superoxido
dismutasa

* (Catalasa

*  Glutation peroxidasa

Licopeno Melatonina Selenio
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3. FISIOPATOLOGIA DE LA LESION MEDIADA POR
ISQUEMIA Y REPERFUSION EN EL HIGADO

La isquemia se define como una disminucidn transitoria o permanente del flujo de
sangre en un tejido y, consecuentemente una disminucién tanto del aporte de oxigeno (hipoxia)
como de la eliminacion de productos de metabolismo del tejido. Esto provoca un sufrimiento
celular que puede provocar la muerte celular. En cada tejido encontramos un nivel diferente de
tolerancia a la hipoxia. El fendmeno de la isquemia se da en muchas patologias vasculares, como
el infarto agudo de miocardio, el accidente vascular cerebral y, en especial, el trasplante de
Organos (Esteban-Zubero et al.,, 2016b). Dentro del campo quirdrgico se presenta en los
pinzamientos de vasos de un trasplante y en la cirugia plastica y cardiaca para evitar el sangrado
en los procedimientos o durante la transferencia de dérganos. Ademas, esta lesién también
puede presentarse en situaciones de shock sistémico. Cuando la isquemia finaliza, se restablece
la reperfusién del 6rgano. El conjunto de los dos fendmenos se acompafia de una cadena de
acontecimientos conocida como el fenédmeno de isquemia-reperfusion (IR) (Ramos-Gallardo y
Altamirano, 2014). Se trata de un fendmeno caracterizado por una restriccion inicial de
suministro de sangre a un dérgano seguida de la restauracién de la perfusidon causando asi la
reoxigenacion del tejido produciendo una exacerbacién del dafio tisular y un aumento de la
respuesta inflamatoria. Esto conlleva un deterioro de la funcidn del mismo (Siemionow y Arslan,

2004).

Podemos definir la reperfusién como un fendmeno post-isquemia, donde el oxigeno
molecular es una fuente de radicales libres de oxigeno, asociado a peroxidacion lipidica y ruptura
de la membrana celular, y que causa alin mas dafo tisular que la isquemia (Férez et al., 2004).
Ademas, la restauracion del flujo sanguineo provoca la liberacién de radicales libres que activan
a los neutréfilos y ocasionan dafio endotelial, lo que agrava el proceso de isquemia-reperfusién
al ocluir los vasos, ademas de la migracion de leucocitos al tejido afectado (Ramos-Gargallo y
Altamirano, 2014). Asi, podemos dividir la lesidn por isquemia-reperfusién en dos fases, la lesién
producida por la isquemia y después la producida por la restauracion del flujo sanguineo

(Casillas-Ramirez et al., 2006).

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, en condiciones de isquemia ocurren una serie
de cambios funcionales que incluyen: primero, la disminucidn de la fosforilacidon oxidativa y de

la actividad de las bombas dependientes de ATP produciendo una disminucién de éste y
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provocando la entrada de sodio, calcio y agua al interior celular. Segundo, la acumulacién de
hipoxantina debido al catabolismo del ATP, generando especies reactivas de oxigeno. Ademas,
se produce un exceso de acido lactico y reduccion del pH debido a una elevacién de la glicdlisis
anaerdébica durante la isquemia, lo que produce una afectaciéon de la membrana interna de la
mitocondria provocando la despolarizacién de los potenciales de membrana, dejando de ser
impermeable a numerosos iones y moléculas. Como consecuencia, se produce edema celular y
ruptura de la membrana mitocondrial con la liberacién y activacion de moléculas
proapoptdticas. Al terminar la isquemia sobreviene la reperfusion, en la que se generan
abundantes EROS provocando mayor dafio tisular (Siemionow y Arslan, 2004). Esta situacion de
isquemia provoca un estado proinflamatorio que causa en el tejido una vulnerabilidad durante

la reperfusién del flujo sanguineo. La isquemia causa la muerte de células parenquimatosas.

Durante este proceso se producen efectos del metabolismo celular: en la mitocondria,
largos periodos de isquemia producen la alteracidn de los procesos de transporte de electrones,
reduciendo su actividad. El resultado es el acimulo de ésteres de Acetil-CoA, la disminucién de
los depdsitos de ATP, el aumento de fosfatos inorganicos, el incremento de la permeabilidad de
la membrana, la alteracidon de la glucdlisis, la disminucién del pH, la liberacidn del hierro ferroso
y la formacion de radicales libres. Adicionalmente, conlleva una reduccién de los mecanismos
antioxidantes de la mitocondria, haciéndola mas susceptible al estrés oxidativo, disminuyendo
enzimas como la glutatién peroxidasa (GP). Ademas, se produce la apertura de canales no
especificos, denominados megacanales que permiten el paso de moléculas como hidrégeno,

sacarosa y agua al interior de la mitocondria favoreciendo dafio estructural de la misma.

Se produce una acumulacion de hipoxantinas, fruto de la actividad aumentada de la
xantina oxidasa (XO) producida a través de la rapida conversién de la xantina-deshidrogenasa,
que refleja la rotura y agotamiento de las moléculas de ATP. El éxido nitrico (NO) es uno de los
mayores factores del dafio por IR, en especial a partir de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS).
Otros efectos de la alteracidon de la respiracion mitocondrial son las modificaciones en la sintesis
de proteinas vy lipidos, la formacién de N,O,, la alteracidén en el transporte de electrones, la

disminucién en la actividad del citocromo C vy las alteraciones en la permeabilidad celular.

A medida que progresa la lesidn, la conversion de las moléculas de hipoxantina en acido
urico (AU) es una fuente de produccion de radicales libres. A la par, a nivel mitocondrial el estrés

oxidativo es una fuente importante de H,0, y de liberaciéon de lactato deshidrogenasa (LDH).

La produccion de radicales libres de oxigeno produce dafio en las membranas celulares

por peroxidacion de los lipidos. Estimulan la activacidn leucocitaria y la quimiotaxis por la
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activacion de la fosfolipasa A; (FLA2) para formar acido araquidénico (AA), un importante
precursor para la sintesis de eicosanoides, que actuan como potentes reguladores participando
en gran medida en los procesos inflamatorios y en la respuesta inmune. Algunos radicales libres
tienen la capacidad de inducir la expresidon de citoquinas mediante la activacién de factores de
transcripciény a partir de la induccion de multiples seiales a partir de la produccidn de proteinas
citoesqueléticas asociadas con la NADPH oxidasa y en particular a partir de la subunidad p47,
gue constituye la oxidasa activa y facilita el dafio endotelial. El efecto neto es una pérdida de los
mecanismos de vasodilatacién dependientes del endotelio por una pérdida de la actividad del

6xido nitrico.

Las citoquinas inician y mantienen la respuesta inflamatoria provocada por la
reperfusidn gracias a su accidn a nivel endocrino, paracrino, autocrino y por su actividad como
mediadores inflamatorios. Cabe destacar en la lesidon por reperfusién la accién de la
interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF), que son inductores de otras
citoquinas como la IL-6 e IL-8. También induce la formacidn de quimiocina, la cual desempefia

un importante papel en la activaciéon y quimiotaxis y en la produccion de radicales superdxido.

La isquemia-reperfusion permite la activacidon y migracion leucocitaria tras interactuar
con el endotelio vascular. La diapédesis mediada por el factor activador de plaquetas permite el
paso del leucocito al intersticio, rechazando el tejido danado. Asi se producen los efectos
generales del proceso IR a nivel extravascular y se hace mas notorio el disbalance entre
prostaglandina y NO como vasodilatadores y del tromboxano y la endotelina como

vasoconstrictores.

Uno de los sistemas de defensa del huésped es el sistema del complemento, siendo uno
de los mayores efectores de inmunidad inespecifica. Se define como mediador fundamental en
la lesién de IR, en la que se activan complejos inmunes. Su activacidén ocurre a través de la via
clasica. El mas potente es el factor C5a, el cual amplifica la respuesta inflamatoria con la
produccidn de citoquinas. Los resultados efectivos a nivel celular son la formacion de poros en

las membranas celulares, la transmisidn de sefiales y la posible lisis celular.

La sintesis de proteinas se reduce tras la reperfusién. Algunos factores implicados son el
fallo en la integridad de ADN, las alteraciones de la maquinaria de transcripcion, transporte y
procesamiento del acido ribonucleico mensajero (ARNm) y la inadecuada recuperacién de los
fosfatos de alta energia para realizar una correcta sintesis de péptidos. Como resultado final, se
produce la disminuciéon de la sintesis proteica y de aminodcidos no esenciales. Sumado a una

inadecuada transmisién de las sefiales que determinan la incorrecta realizacion de los procesos
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celulares y el fallo en los componentes celulares basicos de las membranas (Dominguez y

Gbémez, 2005).

La muerte celular se produce en forma de necrosis o apoptosis dependiendo de la
disminucion de ATP celular (Esteban-Zubero et al., 2019). La apoptosis es un proceso de muerte
celular autoprogramada que incluye la activacién de mecanismos relacionados con el genoma.
En la lesion por IR, es un proceso dependiente de energia que altera la homeostasis del calcio,
el funcionamiento del reticulo endopldasmico y de la mitocondria, aumentando el estrés
oxidativo. Esto permite que se dafie el ADN. En consecuencia, se activan proteasas efectoras
gue causan la degradacion por fagocitosis de la célula dentro de un proceso fisioldgico normal
sin producir un estado inflamatorio. Por el contrario, los fendmenos de necrosis comienzan con
la perdida de energia asociada a la deplecidén de ATP inducida por la isquemia y se acompaian
de componente inflamatorio. El fendmeno IR se caracteriza por la simultaneidad de los procesos
de necrosis y apoptosis mediante una serie de eventos resumidos en la tabla 2 (Dominguez y

Gdémez, 2005).

Tabla 2. Mecanismos de la isquemia-reperfusion. XDH (xantina deshidrogenasa), XO (xantina oxidasa), GP
(glutation peroxidasa).

Alteracion de la funcién mitocondrial

Conversion XDH a XO o fosforilacion

Aumento en la produccion de radicales libres

Disminucion de |la actividad de la GP y de otras enzimas

Alteracion en el transporte epitelial del hierro
Disminucion de la prostaglandina Iz
Induccion de la oxido nitrico sintasa

Incremento de la permeabilidad celular

Activacion de la via de la quinasa y la proteina cinasa

Alteracion proteica y consecuente apoptosis-necrosis
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La IR hepdtica es causa de una elevada morbi-mortalidad en situaciones como las
resecciones hepaticas mayores, el trasplante hepatico y en situaciones que originan hipoxia
sistémica o que implican un bajo flujo sanguineo (lldefonso y Arias-Diaz, 2010). El dafo por IR es
un proceso multifactorial y representa un problema grave que limita la supervivencia del injerto
en el caso de trasplantes o de fallo de érganos. La IR es un claro determinante de disfuncion

temprana de injertos y érganos (Flores-Villalba et al., 2015).

En la lesién por IR del higado, al igual que para cualquier otro érgano, podemos
diferenciar entre la lesion por isquemia caliente, que se produce tras el clampaje de los vasos y
la lesion por isquemia en frio, dada la necesidad de preservar en frio el 6rgano donante seguido
de la reperfusion. El dafio tisular que se genera en el higado tiene dos fases: una temprana, que
ocurre dentro de las seis primeras horas después de la reperfusidén a consecuencia del cambio
rapido del estado redox del tejido hepatico en la que se produce la activacién de las células de
Kupffer (Weigand et al., 2012) con la consiguiente produccién de ERQOS, la activacidn de factores
del complemento y el reclutamiento y activacion de linfocitos residentes. Y una fase tardia,
caracterizada por infiltracion masiva de neutréfilos, que alcanza su maximo a las 18-24h de la
reperfusion. Estos neutrdfilos liberan EROS y proteasas, causantes ambos del estrés oxidativo y

de la lesidon hepatocelular (lldefonso y Arias-Diaz, 2010).

Durante la isquemia hepatica se interrumpe el suministro de oxigeno y se detiene la
cadena respiratoria mitocondrial provocando un agotamiento celular de ATP. Su falta provoca
aumenta la glucdlisis anaerdbica elevando la produccion de 4cido lactico, con disminucion del
pH celular alterandose la cinética normal de muchas enzimas, y las células se ven privadas de la

energia necesaria para mantener la homeostasis.

La falta de ATP también provoca una reduccién en la actividad de la bomba sodio-
potasio-ATPasa que produce edema e hinchazdn de las células de Kupffer, alterando la funcién
de sus organulos citoplasmaticos y provocando la rotura de la membrana celular, causando la
muerte de la célula (Casillas-Ramirez et al., 2006). La inflamacién y el edema provocan un
estrechamiento de la luz sinusoidal y disfuncién microcirculatoria que contribuyen a la
acumulacién y ala activacién de neutréfilos en los érganos. Su diapédesis interviene en la lesién

parenquimatosa debido a la producciéon de radicales libres (Esteban-Zubero et al., 2019).

La reperfusién hepdtica desencadena la activacién de las células de Kupffer, de los
polimorfonucleares, de las células endoteliales y la formaciéon de EROS. Todo ello conlleva la
activacion de una serie de cascadas celulares cuya consecuencia final es la disfuncion

hepatocelular. Los cambios histopatoldgicos que ocurren en el higado tras el fenémeno de IR
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incluyen el edema y la inflamacién vacuolar, la disrupcién del endotelio e infiltracion de
neutrdfilos, lo que lleva a cambios muy significativos en la microcirculacidon hepatica, cuyos

niveles maximos de dafo son alcanzados a las 48h de la reperfusion (Flores-Villalba et al., 2015).

La reperfusion del higado inicia una serie de fendmenos inflamatorios en los que estan
implicados multiples mediadores inflamatorios, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los
cuales, al interaccionar provocan la lesion por reperfusion. Entre los mediadores inflamatorios
descritos en la lesidn por IR hepatica destacan los radicales libres, el interferdn beta (IFN-B), el
factor de necrosis tumoral y las interleuquinas (IL). Estas y el TNF-a causan dafio por estrés
oxidativo y por el reclutamiento de leucocitos. Durante la reperfusidén vascular, se producen
metabolitos de ATP con aumentos en los niveles de EROS que incluyen el -O5-, H,0, y el radical
hidroxilo -OH. De esta forma, se inicia la peroxidacién lipidica, que consiste en una reaccién en
cadena radical que conduce a la destruccién de los acidos grasos poliinsaturados disminuyendo
la fluidez y la permeabilidad normales de las membranas celulares causando edema celular,
sobrecarga masiva de Ca?* y Na*, y lisis celular (Esteban-zubero et al., 2016b). La restauracion
del flujo sanguineo también implica la participacion de cinasas intracelulares, interleuquinas y
citoquinas provocando la migracion de los neutrdfilos. Se considera que esta acumulacién de
neutrdfilos esta regulada por citocinas y quimiocinas, factores del complemento y moléculas de

adhesion.

Por ultimo, se produce una disfuncién microcirculatoria debido a las interacciones entre
las células intravasculares como los neutréfilos con células no parenquimales como las células
endoteliales y las células de Kupffer (Casillas-Ramirez et al., 2006). El endotelio representa uno
de los elementos con mayor importancia en esta cascada de acontecimientos debido a su
capacidad para regular la adhesidn y la infiltracidn tisular de leucocitos y polimorfonucleares

gue son potencialmente dafiinos (Montalvo-Jave et al., 2008).
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4. UTILIZACION DE LA MELATONINA EN
MODELOS DE ISQUEMIA Y REPERFUSION
HEPATICA

En este apartado se resume el efecto protector de la melatonina contra el dafio hepatico
molecular producido durante la IR mediante la evidencia experimental en distintos modelos de
isquemia-reperfusion hepatica. El fracaso de los injertos de drganos va acompafiado de
complejos problemas inmunoldgicos y no inmunoldgicos. La lesion por IR produce una cascada
de eventos no inmunoldgicos independientes de los antigenos (Esteban-Zubero et al., 2016b).
Tanto en las enfermedades hepdticas agudas como en las crdnicas, el trasplante es el
tratamiento de ultimo recurso. Sin embargo, este tratamiento puede fallar debido a un proceso

inherente al trasplante de érganos, la lesién por IR.

Concretamente, en el 81% de los retrasplantes esta involucrada la lesion por IR. Sucede
durante la primera semana después de la cirugia debido al mal funcionamiento del aloinjerto
hepatico (Belzer y Southar, 1988; Shaw, 1995). Debido a |a actividad de la melatonina contra la
IR y el estrés oxidativo, se ha estudiado su papel en el rechazo de los injertos hepaticos. Hay que
resaltar que el 60% de los injertos de higado con esteatosis se asocian con una tasa de no
funcionamiento primario en comparaciéon con menos del 5% para los injertos no esteatdsicos.
Por ello es especialmente relevante si la edad del paciente es superior a los 70 aios, ya que éstos
presentan una mayor incidencia de esteatosis hepatica (Esteban-Zubero et al., 2019). Esto se
debe a que los pacientes con esteatosis hepatica presentan alteraciones microvasculares,
disfuncién mitocondrial y un menor nimero de sinusoides, lo que aumenta la lesion por IR (Hui
et al., 2004). Ademas, los hepatocitos son muy susceptibles debido a la presencia de grasa
excesiva y a la mayor produccidn de radicales libres (Esteban-Zubero et al., 2016a). Durante la
IR fria, los higados con esteatosis tienen un exacerbado estrés tisular e inician la muerte celular
Y, en consecuencia, se produce el rechazo del injerto. Debido a la actividad de la melatonina
contra la IR y el estrés oxidativo, se ha estudiado el papel de la melatonina en el rechazo del

injerto en higados esteatdsicos (Esteban-Zubero et al., 2019).

Las elevadas concentraciones de acidos grasos producen una peroxidacion lipidica a
nivel de las mitocondrias que genera H,0;; ésta ultima molécula, en presencia de hierro libre, se

convierte en el -:OH, altamente reactivo. Ademas, se ha demostrado en modelos de rata
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genéticamente obesas, que son mas sensibles a los efectos de dosis bajas de lipopolisacarido
gue las ratas de control. La lesién del liposacarido esta mediada por el TNF y se ha observado
gue el dafio se produce debido al TNF-a o a la sobreexpresion en el ARNm del interferon gamma
y a la reduccién de la IL-10, que sensibiliza a los hepatocitos a la toxicidad del TNF-a. También

se reduce la actividad fagocitica de las células de Kupffer (Yang et al., 1997).

Para explicar la patogénesis esteatohepatica, se creé el "modelo de dos golpes". El
primario esta causado por el exceso de lipopolisacdridos, una caracteristica de la obesidad, la
diabetes de tipo 2, la hiperlipidemia y el sindrome metabdlico X debido a su resistencia a la
insulina, en el higado que son esterificados a triglicéridos. Las lesiones iniciales hacen que el
higado sea vulnerable a la lesién del "segundo golpe", que consiste en la generacion de radicales
libres, malondialdehido y 4-hidroxinonenal durante el proceso de peroxidacién lipidica que
induce la muerte celular. La disfuncidn mitocondrial se ha demostrado en los hepatocitos con
acidos grasos que aumentan la formacion de especies reactivas de oxigeno debido a un aumento
de la B-oxidacién mitocondrial de los acidos grasos. Las citoquinas también participan en el
"segundo golpe" ya que tienen la capacidad de producir muerte/apoptosis de hepatocitos.
Ademas, se aumenta la actividad de la termogenina (UCP-2), lo que da lugar a una reduccién del
potencial de la membrana mitocondrial. Esto favorece la transicién de permeabilidad de la
membrana mitocondrial que contribuye a la muerte celular. Debido a que la esteatosis es una
consecuencia de un proceso de estrés oxidativo, la melatonina deberia ser efectiva en la

reduccion de su patogénesis (Pessayre et al., 2001).

Usando un modelo de rata con higado graso de etiologia no alcohdlica, se evidencié que
la melatonina atenuda la esteatosis hepatica y reduce el aumento del peso del higado, la presion
de la vena porta y las aminotransferasas séricas. En este estudio se administré melatonina en la
dieta (5 6 10 mg/kg de melatonina durante 4 u 8 semanas). La melatonina redujo la peroxidacion
lipidica y limitd el estrés oxidativo debido a sus potentes acciones antioxidantes, tanto directas
como indirectas. Los autores también observaron que la melatonina aumentd los niveles
reducidos de GSH y mejoré los niveles de marcadores séricos lipidémicos: triglicéridos,
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y colesterol de baja densidad (LDL) (Hatzis et
al., 2013). Por ello, concluyeron que la melatonina tiene un efecto beneficioso sobre la

esteatosis, fundamentalmente en su fase inicial.
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El estrés del tejido hepatico aumenta en modelos animales con enfermedad de higado
graso no alcohdlico induciendo la acumulacién de triglicéridos y resultando en la liberacién de
calcio del reticulo endoplasmico. En el modelo de rata que utiliza tunicamicina, un inductor de
esteatosis hepatica, la melatonina (50 mg/kg i.p. durante 2 dias después de la administracion de
tunicamicina) tuvo un efecto protector contra el estrés oxidativo al disminuir los niveles de TNF-
oy F4/80, un marcador de macrofagos. Ademas, la indolamina, desempefia un papel crucial en
la regulacién de las funciones celulares y las disfunciones metabdlicas. Se observé que la
sobreexpresion de miR-23a aumentd la concentracién de calcio, mientras que la melatonina
controlaba las respuestas de miR-23-a (Chhabra et al., 2011; Kim et al., 2015). Se observaron
resultados similares con otros agentes o procesos que generan esteatosis hepatica, como el
tetracloruro de carbono o las toxicidades de los lipopolisacaridos (Xu et al., 2005). La melatonina
alivia de manera dosis-dependiente la esteatosis hepatica y la inflamacidon producida en la
célula, previniendo asi el higado graso inducido por una dieta alta en grasas. En seres humanos,
se realizé un estudio con 74 pacientes afectados con higado graso no alcohdlico y se documentd
la disminucién de los niveles plasmaticos de colesterol, gammaglutamil transferasa (GGT),
triglicéridos y LDL después de la terapia de 14 meses con melatoninay su precursor el triptéfano.
Sin embargo, no se comprobd que las diferencias fueran estadisticamente significativas y no se
redujeron los niveles de las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-a (Cichoz-Lach et al., 2010). En estudios a
corto plazo, la melatonina causé diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ALT
y AST y en los niveles de citoquinas y TNF-a. Ademas, la melatonina vy el triptéfano redujeron la
inflamacién en el tejido hepatico de los pacientes que se sometieron a una biopsia de higado

(Esteban-Zubero et al., 2016a).

En el modelo de rata Zucker, que es muy obesa, se descubrié un elevado nivel de grasa
peroxisomal acetil-CoA oxidasa, que constituye una importante fuente de aumento del H,0,. La
bilirrubina, un producto de descomposicidon de la hemoglobina, y otros pigmentos biliares
pueden desempefar un papel importante como sistema vasoprotector endégeno debido a su
capacidad antioxidante y anti éxido nitrico. La adicion de melatonina aumentd la produccién de
bilis de manera dependiente de la dosis y mejord la excrecién de bilirrubina y los niveles de ATP
en los tejidos durante la IR. Este aumento fue tanto cuantitativo como cualitativo (Vairetti et al.,

2005).

Los niveles de ATP se correlacionan con la produccién de acidos biliares. Por ello, la
excrecién de acidos biliares es un parametro Util para evaluar el estado metabdlico hepatico,

que es esencial para la viabilidad de los 6rganos. 500 microgramos/kg/dia/i.p. de melatonina
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pueden tener un efecto hepatoprotector en la lesidén hepatica secundaria a la ligadura del

conducto biliar, al reducir las enzimas que se elevan en la colestasis (Montilla et al., 2001).

Moussavian y colaboradores, utilizaron un procedimiento de preacondicionamiento
multimedicamentoso (MDDP) basado en la administracion de curcumina, simvastatina, N-
acetilcisteina (NAC), eritropoyetina, pentoxifilina, melatonina, glicina y metilprednisolona para
reducir el dafio hepatico. Durante la isquemia fria de 24 h seguida de la reperfusion durante 60
minutos, concluyeron que las acciones preventivas de la melatonina sobre la lesién por
reperfusidon mejoraron el preacondicionamiento al disminuir los radicales y, por lo tanto, la
acumulacién de malondialdehido. El preacondicionamiento previno casi completamente la
lesion de reperfusion post isquemia (Moussavian et al., 2011). Otro modelo basado en la
combinacion de pentoxifilina, glicina, deferoxamina, N-acetilcisteina, eritropoyetina,
melatonina y simvastatina para la condicién previa del donante de higado esteatdsico de rata,
obtuvo resultados similares, ya que encontraron una reduccion significativa de la disfuncidn post
isquemia y la lesién por reperfusién no sélo en los donantes con higado graso sino también en
los higados normales de ratas en comparacion con los tejidos de control. Ademas, se redujo la
respuesta leucocitaria infiltrativa, mayor en los higados esteatdsicos en comparacién con los

controles, y la toxicidad por EROS (Von Heesen et al., 2012).

Las soluciones de preservacidon desempenan un papel importante en el mantenimiento
de los tejidos para el trasplante; estos fluidos han sido sometidos a numerosas pruebas basadas
en los cambios en la composicién idnica y en la inclusion de moléculas disefiadas para reducir el
edema intracelular e intersticial. Los niveles de ATP en los higados conservados en solucién de
la Universidad Winconsin (UW) o en la de Celsior y reperfundidos sin melatonina tenian niveles
de ATP aproximadamente siete veces menores que los higados control. Cuando se administré la
melatonina durante la reperfusidn (via intravenosa), se observaron aumentos del ATP hepatico
y de la produccién de bilis con ambas soluciones. Los niveles de LDH y GSH de las ratas tratadas
con melatonina fueron similares a los de los controles. El edema mediado por radicales libres y
sus niveles fueron menos intensos con la melatonina incorporada a la solucién de preservacién
(Freitas et al., 2006). El efecto combinado de la melatonina y la trimetazidina (TMZ) como
aditivos de la solucidn de preservacidon de injertos hepaticos esteatdsicos también fueron
evaluados por Zaouali y colaboradores. Este estudio valord la activacion de la proteina kinasa
(AMPK), una enzima que aumenta la actividad durante la IR que conduce a la estimulacion de la
oxidacién de los acidos grasos y a la inhibicién de la lipogénesis, la produccién de glucosa y la
sintesis de proteinas. Hubo una relacién entre la activacidn de la AMPK y la acumulacién de una

subunidad del factor-1 (HIF-1a) inducible por la hipoxia, un factor de transcripcién, que funciona
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como regulador maestro de las respuestas adaptativas a la reduccion de la disponibilidad de O..
Ademas, la activacion de la AMPK activa la NOS endotelial durante la IR y este proceso en el
higado graso perjudica la degradacidon normadxica del HIF-1a y contribuye a su estabilizacién. La
melatonina y la trimetazidina activaron genes protectores, incluyendo la proteina de choque
térmico 70 (HSP70), la bcl-2, la eritropoyetina, el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y la hemo oxigenasa (HO-1), enzima que cataboliza el paso limitante de la velocidad de

degradacion del grupo hemo (Zaouali et al., 2011 y 2013) (tabla 3).

Kireev y colaboradores realizaron un experimento con cuarenta ratas Zucker sometidas
a 35 min de isquemia hepatica caliente y 36h de reperfusién. Se administré6 melatonina
(10mg/kg) por via intraperitoneal/oral. Se determind en el higado la ALT, AST y el contenido
hepatico de ATP, MDA, hidroxialcenos, metabolitos de NO, actividad enzimatica antioxidante,
caspasa 9 y fragmentacién de ADN. Las expresiones NOS, Bcl2, Bax, Bad y AIF se determinaron
mediante RT-PCR. La melatonina fue efectiva disminuyendo la lesidon hepatica debido a su
capacidad de mantener los niveles de transaminasas hepdticas, marcadores de apoptosis, de
estrés oxidativo y mejorando el contenido de ATP. Se produjo debido a la capacidad de la
melatonina de recuperar la disfuncion mitocondrial y mejorar la capacidad del hepatocito
esteatdsico para producir ATP. La melatonina fue capaz de disminuir la expresion de los genes
apoptéticos, y también evitd la activacion de la caspasa 9, que inicia la via intrinseca o

mitocondrial de la apoptosis (Kireev et al., 2013) (tabla 3).

Estos resultados concuerdan con estudios anteriores que describieron un efecto
beneficioso dosis-dependiente, de la melatonina en la produccion de bilis, y la secrecion de
bilirrubina. Aumentaron los niveles de ATP y los niveles de gammaglutamil transferasa (GGT),
sin embargo, el glutatién hepatico (GSH) y la lactato deshidrogenasa (LDH) no presentaron
cambios (Vairetti et al., 2005). El sistema proteasoma de ubiquitina (UPS) es dependiente de la
energia que degrada las proteinas mal plegadas y regula varios procesos celulares (Padrissa-
Altés et al., 2010). En el higado, se ha demostrado recientemente que la adicién de los
inhibidores reversibles de la UPS bortezomib (BRZ) y carbobenzoxy-Leu-Leu-leucina (MG132) a
la solucién de UW mejord la preservacién del higado esteatdsico y no esteatdsico, y que el efecto
protector del BRZ fue superior al del MG132 (Zaouali et al., 2013). La solucién de IGL1 con BRZ
también tuvo efectos protectores, parcialmente mediados por la activacién de la sefializacion
de AMPK y Akt/mTOR (via de sefializacién intracecular para regular el ciclo celular) (Bejaoui et
al.,, 2014). La melatonina tiene acciones beneficiosas similares a las del BRZ, lo que podria

contribuir a su capacidad para proteger los tejidos trasplantados (Vriend et al., 2014a,b).
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Las células madre de la pulpa dental humana (hDPSC) pueden diferenciarse en células
similares a las de los hepatocitos y su trasplante puede reducir la progresiéon de la fibrosis
hepdtica en la lesion por tetracloruro de carbono (lkeda et al., 2008) (Ishkitiev et al., 2012).
Recientemente, se ha descubierto que la melatonina promueve la diferenciacién hepatogénica
de las hDPSCs. Asi, la expresion de los marcadores hepaticos como la albumina (Alb), la
citoqueratina-18 (CK18), la proteina a (C/ EBPa), y el factor nuclear hepatico-la (HNFla)
aumentan en el grupo de tratamiento de la melatonina mas hDPSCs (Cho et al., 2015). Un
estudio reciente demostrd los beneficios de este tratamiento y de la melatonina (5 mg/kg dos
veces por semana) en la cirrosis hepatica. Ademas, se observé una mejora de la respuesta
inmunoldgica y una disminucién de los niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato amino transferasa (AST) y amoniaco como resultado de la adicién de melatonina

(Esteban-Zubero et al., 2016a).

La coadministracion de melatonina y la NAC disminuyd la oxidacion de lipidos vy
proteinas y la actividad de la mieloperoxidasa, y también mantuvieron los niveles de GSH. Los
hallazgos histoldgicos también apoyan el papel protector de la melatonina y/o NAC (Sener et al.,

2003)

Una cuestion importante que surge es determinar si la acumulacion y activacién de
neutrdfilos es una causa o un efecto de la lesidn por reperfusion. La mieloperoxidasa (MPO)
desempena un papel fundamental en la produccidon de radicales libres por los neutréfilos.
Muchos trastornos inflamatorios agudos, estan vinculados a la capacidad de los neutrdfilos de
liberar agentes que pueden destruir las células normales y disolver el tejido conectivo (Sullivan
et al., 2000). Cada vez hay mas indicios que sugieren que las células mesangiales y los neutroéfilos
liberan sustancias quimiotacticas, por ejemplo, la interleucina 8, que potencian la migracion de
los neutrdfilos al tejido, activan los neutréfilos y aumentan el dafio (Donnahoo et al., 1999)
(Cuzzocrea et al., 2000). La melatonina y la NAC inhibieron la actividad de la MPO, inducida por
la IR (Sener et al.,, 2003). Otra cuestion es que el glutation proporciona una proteccién
importante en las lesiones oxidativas al participar en los sistemas de defensa celular contra el
dafio oxidativo. Este tripéptido esta presente en altas concentraciones en el higado. Se ha
propuesto que los niveles hepaticos de glutatién peroxidasa son un indicador de la lesidn
hepdtica post-isquémica. Los niveles tisulares de GSH y las actividades de la glutation reductasa
y la glutatidon peroxidasa se redujeron significativamente debido al estrés oxidativo, y el
deterioro de los mecanismos de defensa antioxidante exacerba el dafio tisular inducido por los
radicales libres. La melatonina y la NAC previnieron el agotamiento de GSH en el tejido hepdatico

(Sener et al., 2003). Por lo tanto, la melatonina puede ser importante para preservar la
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homeostasis celular del GSH. También estimula la y-glutamilcisteina sintetasa, lo que sugiere
gue recicla el GSH e influye en su sintesis de novo, por ello, la melatonina es mas potente que la

NAC en la proteccién contra el estrés oxidativo inducido por IR (Sener et al., 2003).

En la insuficiencia hepatica, los niveles de amoniaco aumentan y pueden aumentar la
produccion de melatonina en la gldndula pineal. Situacién que se corrige después de un
trasplante hepdtico exitoso (Cérdoba et al.,, 2004). Sin embargo, se discute si la
hiperbilirrubinemia puede interferir con el ensayo de melatonina en plasma (Middleton, 2006).
La activacion de la AMPK durante la IR conduce a la estimulacién de la oxidacién de los acidos
grasos y a la inhibicién de la lipogénesis, la producciéon de glucosa y la sintesis de proteinas
(Viollet et al., 2006). La activacion de la AMPK produce la acumulacion de a-subunidad del
factor-1 inducible por la hipoxia e induce la generacion de NO, lo que perjudica la degradacién
normal de HIFla (Zaouali et al., 2011). En los higados grasos, el efecto combinado de la
melatonina y la trimetazidina como aditivos de solucién de preservacidon IGL1 indujo la

activacion de la AMPK y mejord la induccién de la enzima NOS.

El coctel de TMZ y melatonina afiadido a la solucién de IGL1 redujo el estrés del reticulo
endopldsmico y aumentd la autofagia en los injertos de higado graso mediante la modulacién
de la actividad de la AMPK (Matsui et al. 2008, Wang et al. 2011). Las acciones beneficiosas de
la melatonina se investigaron examinando un céctel de pretratamiento farmacolégico, que
incluia pentoxifilina (50 mg/kg intraarterial), glicina (100 mg/kg intraarterial), deferoxamina (30
mg/kg intraarterial), NAC (150 mg/kg i.p.), eritropoyetina (1000 Ul i.p.), simvastatina (5 mg/kg
intragdastrico) y melatonina (10 mg/kg i.p.). La adicion de melatonina indujo una disminucion de
los niveles de TNF-a y de la molécula de adhesidn intercelular 1, con una atenuacién significativa
de la infiltracion de leucocitos hepaticos, la vacuolizacion y la muerte celular. También
disminuyeron los niveles de malondialdehido (MDA), las enzimas hepdticas se recuperaron hasta
alcanzar niveles similares a los controles (Von Heesen et al., 2012) (tabla 3). Utilizando un
tratamiento multimedicamentoso basado en la curcumina (50 mg/kg intragdstrico), la
simvastatina (5 mg/kg intragastrico), la NAC (150 mg/kg i.p.), la eritropoyetina (3000 Ul/kg i.p.),
la pentoxifilina (50 mg/kg i.p.), la melatonina (10 mg/kgi.p.), la glicina (100 mg/kg intraarterial)
y la metilprednisolona (5 mg/kg intraarterial) los aumentos significativos de K*, un marcador de
laintegridad de la membrana celular, y de las enzimas ALT, AST y LDH, indicadores de la muerte
celular parenquimatosa, se normalizaron mediante un tratamiento previo con este cdctel.
Ademds, se restaurd el flujo de bilis y se redujeron los niveles de TNF-a, IL6 y MDA, resultados

compatibles con los hallazgos histopatolégicos, en los que se observd una reduccién de la
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vacuolizacion y de la expresidon de la caspasa 3 cuando se afadié melatonina al céctel

(Moussavian et al., 2011).

La administracién de melatonina antes de la isquemia-reperfusidn, durante la mismay
hasta dos dias después del posoperatorio en ratas Wistar jévenes o viejas y en Zucker con
esteatosis hepatica, redujeron el dafio generado por el estrés oxidativo tras la IR, responsable
de la “no funcién primaria” o “la pobre funcién inicial”, las transaminasas y la esteatosis.

(Fernandez-Tresguerres, 2011).

Los hepatocitos humanos primarios aislados son un potencial tratamiento alternativo al
trasplante ortotdpico de higado (Smets et al., 2008), y también una via para el desarrollo de
higados bioartificiales extracorpéreos (Allen et al., 2001). Durante su proceso de aislamiento,
los hepatocitos sufren IR (Francés et al., 2007). Un estudio reciente, utilizé la melatonina o el
dimetilsulféxido (DMSO) para prevenir estas lesiones. Los dos antioxidantes produjeron
resultados similares en cuanto a la viabilidad celular y la adhesion. La actividad de la
deshidrogenasa celular, los niveles de urea y albiumina mejoraron con la melatonina y el DMSO.
Sin embargo, la melatonina disminuyd la peroxidacion lipidica en los hepatocitos de forma mas

potente que el DMSO (Solanas et al., 2015).
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Tabla 3. Papel de la melatonina durante la IR hepdtica en algunos de los estudios realizados

AUTORES

METODOS

RESULTADOS

(Zaouli et al., 2011)

Se afadid melatonina a la solucién del Instituto Georges
Lépez (IGL-1) durante 24 h (4°C). A partir de entonces, los
higados fueron sometidos a una reperfusién de 2 h (37°C). Se
midieron las transaminasas, la produccién de bilis y la
eliminacion de sulfobromoftaleina (BSP) (marcador de
resistencia vascular), el estrés oxidativo y los mediadores
inflamatorios relacionados, incluyendo el éxido nitrico y las
citoquinas... También se estudiaron factores citoprotectores

como la hemeoxigenasa 1 (HO-1).

Se observaron niveles mas bajos de transaminasa y una mayor
produccion de bilis y eliminacion de BSP en higados grasos
conservados en una solucion de IGL-1 enriquecida con
melatonina. Los beneficios de la melatonina se correlacionaron
con la generacion de oxido nitrico y la prevencidén del estrés

oxidativo y la liberacion de citoquinas inflamatorias, incluidos el

factor de necrosis tumoral y la adiponectina, respectivamente.

(Von Heesen et al.,

2012)

Se realiz6 un proceso de preacondicionamiento de donantes
multiples (MDDP) antes de las 24 horas de isquemia fria. Los
MDDP incluyen pentoxifilina (50 mg/kg), glicina (100 mg/kg),
deferoxamina (30 mg/kg), N-acetilcisteina (150 mg/kg),
(1000 UI), (10 mg/kg) vy
simvastatina (5 mg/kg). El MDDP se aplicé antes de la

eritropoyetina melatonina

perfusion hepatica con wuna solucién de histidina-

triptofanketoglutarato (HTK) de 4°C y la extraccion de
organos. Después de 60 minutos de reperfusion, se midio el
volumen de la bilis, ALT, AST, LDH, MDA, IL1, GDH vy los

trastornos histopatoldgicos.

El MDDP mostré una reduccidn significativa del flujo biliar, asi
como un marcado aumento de los niveles de enzimas hepaticas
y la muerte celular apoptética. Esto se asocié con un aumento de
la formacién de MDA, la produccion de IL-1 y la infiltracion de

tejido leucocitario.

Efecto combinado de la melatonina y la trimetazidina como
aditivos de la solucién de IGL-1 en la modulacién del estrés y
la autofagia en los injertos hepaticos esteaticos mediante la
activacion de AMPK. Se midid la funcidn (produccién de bilis)
de la lesién hepatica (ALT y AST) y el estrés del reticulo
endopldsmico (ER) (GRP78, PERK y CHOP) y la autofagia
(beclin-1, ATG7, LC3B y P62).

La melatonina y la trimetazidina generan menos lesiones y mejor
funcionamiento de los injertos hepaticos. Ademads, también se
observé una disminucion significativa en la activacion de GRP78,
pPPERK y CHOP después de la reperfusion. Esto fue consistente
con una mayor activacidn de los parametros autofagicos (beclin-
1, ATG7 y LC3B) y la fosforilacién de AMPK. La inhibicion de la
AMPK indujo un aumento del estrés en el reticulo endoplasmico

y una reduccion significativa de la autofagia.

(Zaouali et al,,
2013)
(Kireev et al,,
2013)

Cuarenta ratas Zucker sometidas isquemia hepatica caliente

seguidas de reperfusién. Se administr6 melatonina
(10mg/kg) por via intraperitoneal. Se determind en el higado
la ALT, AST y el contenido hepatico de ATP, MDA,
hidroxialcenos, metabolitos de NO, actividad enzimatica

antioxidante, caspasa9 y fragmentacién de ADN.

La melatonina fue efectiva disminuyendo la lesién hepatica

debido a su capacidad antioxidante manteniendo las
transaminasas hepdticas y marcadores de apoptosis en niveles
adecuados, y mejorando el contenido de ATP debido a la
capacidad de ésta para aumentar su produccion en el higado

esteatodsico.
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1.

CONCLUSIONES

La melatonina, un antioxidante muy reconocido por su capacidad de estimular la
respuesta inmunoldgica, promover la actividad de varias enzimas antioxidantes, asi
como su papel depurador de radicales libres, puede tener un efecto protector en el
trasplante de higado. Todos los estudios sugieren que, gracias a estos efectos, se puede
obtener un beneficio de su uso tanto en injertos con esteatosis como en higados sanos.
No obstante, se necesitan mas estudios para confirmar las teorias, especialmente en
humanos.

El trasplante de 6rganos puede ser una herramienta terapéutica util para el tratamiento
de pacientes con insuficiencia hepdtica en fase terminal. Los resultados de estos
procedimientos han mejorado recientemente gracias a la utilizacién de nuevas
soluciones de preservacion, comentadas con anterioridad, para prevenir el rechazo de
los injertos. La isquemia-reperfusion se produce durante el trasplante de érganos vy la
melatonina puede ser protectora. Ademas, es eficaz no sdlo para reducir el rechazo del
injerto, sino que también mejora la funcién del érgano durante el periodo posterior al
trasplante. También aumenta la eficacia de la preservacion de los fluidos de los érganos,
gue desempefia un papel fundamental en la conservacion de los mismos.

La isquemia-reperfusidn, inherente al trasplante hepatico, es responsable del fracaso de
injertos, siendo mas frecuente en los injertos de higado con esteatosis. El papel de la
melatonina para prevenir el rechazo de los injertos y mejorar los resultados de los
trasplantes de drganos se ha estudiado principalmente en modelos animales. Hoy en
dia, no hay estudios en humanos. Por lo tanto, es dificil confirmar los beneficios de Ia
melatonina en nuestra especie, pero los resultados observados en animales son
esperanzadores.

Los resultados observados abren un nuevo avance para la mejora de esta técnica
quirdrgica. Estudios adicionales ayudarian a definir mecanismos mds concretos para

explicar las acciones beneficiosas de la melatonina.
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