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Introduccion

1. El higado

1.1 Generalidades

El higado es una gldndula accesoria del aparato gastrointestinal, representa del 2 al 5% del peso
corporal en adulto y estd situado en el lado superior derecho de la cavidad abdominal, por debajo
del diafragma. Es un érgano de importancia vital con multiples y complejas funciones (Tabla 1).
Ademds del papel del higado en la detoxificaciéon de productos de desecho del metabolismo,
también actia regulando el metabolismo energético al procesar los nutrientes que provienen de la
digestion a fin de distribuirlos al resto de los tejidos. Otras funciones importantes del higado
comprenden: la sintesis y secrecién de bilis; la sintesis de proteinas y lipoproteinas plasméticas y
factores de coagulacion; la detoxificacién de farmacos y toxinas; y ademads, funciones metabdlicas
como son la sintesis de glucégeno, la gluconeogénesis y también el almacenamiento de glucdégeno
y del algunas vitaminas y lipidos."”

Funciones principales del higado

Metabolismo de carbohidratos
Captacién de glucosa
Sintesisy almacenamiento de glucégeno
Glucogenolisis y gluconeogénesis

Metabolismo lipidico
Oxidacién de acidos grasos
Sintesis de lipoproteinas, colesteral, triglicéridos y fosfolipidos
Cetogénesis

Metabolismo proteico
Degradacion de aminodcidos
Sintesis de proteinas, dcidos nucleicosy urea

Metabolismo del grupo hemo
Sintesis del grupo hemoy de porfibiindgenos

Formacion y secrecion de bilis
Inactivacion de diversas substanciastales como toxicos, esteroidesy otras hormonas

Sintesis de proteinas plasmdticas
AlbUmina y Proteinas de fase aguda

Inmunidad
A travésde las Células de Kupffer

Tabla 1. Resumen de algunas de las funciones mds importantes del higado.
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Como la mayoria de las glandulas exocrinas, el higado estd dividido en 16bulos y lobulillos mas
pequefios mediante una serie de tabiques de tejido conjuntivo. El parénquima hepatico esta
constituido por grupos de células epiteliales, hepatocitos y por un sistema ramificado de conductos.
Se puede observar un patrén repetido de dreas mas o menos hexagonales en las que los cordones de
hepatocitos se disponen de forma radial alrededor de una vena central. En los dngulos de estas
zonas poligonales hay una pequefia 4rea triangular formada por tejido conjuntivo que contiene un
conducto biliar, una rama de la arteria hepdatica y una rama de la vena porta. Este complejo se
denomina triada portal. Las ramas laterales de estos vasos confluyen en los sinusoides hepaticos,
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 estin expuestas a un gran volumen de sangre que
fluye por los sinusoides. Por otro lado, la bilis es secretada de forma continua hacia una red de
canaliculos biliares situados en el interior de los cordones de hepatocitos y fluye hacia los
conductos biliares situados en las triadas portales.'™

Figura 1. Estructura histolégica del higado.

Actualmente se considera que la unidad estructural y funcional del higado es el acino hepético
(Figura 2). El acino hepdtico consiste en un drea romboidal de hepatocitos cuyo centro es una
triada portal y los extremos son dos venas centrales.'” A medida que la sangre arterial se acerca
mds 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
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zona 2 se encuentra en el medio y la zona 3 al lado de la vena centrolobulillar, donde hay mayor

., . sz Z s 1
proporcion de CO2 y sustancias de desecho, y es la regién mds expuesta a las toxinas.
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Figura 2. El acino hepdtico.

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
intestino, pancreas y bazo con un bajo contenido de oxigeno y rica en substancias absorbidas por el
intestino, horrmonas y otros elementos que se producen en el intestino, bazo y en el pancreas; y la
arteria hepdtica (aproximadamente el 25% del aporte sanguineo hepético), que transporta sangre
rica en oxigeno procedente del corazén (Figura 3). Tanto la sangre proveniente de la vena porta
como de la arteria hepdtica, finalmente alcanzard los sinusoides hepéticos, que es el lugar donde

tiene lugar el intercambio entre la sangre y los hepatocitos. Los sinusoides hepéticos tienen una
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anchura superior a la de los capilares sanguineos, y aunque su pared esta formada por células
endoteliales, hay zonas que permiten el acceso directo del plasma sanguineo a los hepatocitos.
Cada célula de los cordones hepaticos dispuestos radialmente estd en contacto, al menos por un
costado, con la sangre que fluye por los sinusoides. La sangre de los sinusoides hepéticos sale
desde la rama de la vena porta a la entrada de los sinusoides hacia la vena central del lobulillo
hepético, que desemboca en las vénulas hepdticas y finalmente en la vena cava inferior justo por
debajo del diafragma.'”

Sangre que regresa al corazon

Yena hepatica

Lébulo derecho Diafragma

izquierdo

Artaria hapatica

Trae sangre limpia
del corazon
Conducto

hepatico
comun

“ena porta
rae sangre del intestino
Wesicula biliar

Biliz fluyendo hacia los intestinos

Figura 3. Irrigacion sanguinea del higado.

1.2 Células hepaticas

Hepatocitos

Los hepatocitos son las células que forman el parénquima hepatico. A nivel metabdlico son una de
las células mds complejas que existen, y algunas de sus funciones mds importantes incluyen: la
obtencién, almacenamiento y liberaciéon a la circulacién sanguinea de un gran ndmero de
nutrientes, entre ellos los glicidos, las proteinas y los lipidos; la sintesis de proteinas plasmaéticas,
lipoproteinas, acidos grasos, colesterol, fosfolipidos y glucosa; y la detoxificacién de compuestos
téxicos para el organismo.”

A causa de la alta tasa metabdlica, los hepatocitos tienen un gran nimero de orgdnulos
citoplasmaticos. Entre ellos destacan a) el reticulo endoplasmatico donde se sintetizan proteinas, se
realiza el metabolismo lipidico, el metabolismo de la glucosa y la degradacién del grupo hemo; b)
el aparato de Golgi, donde tiene lugar la sintesis de proteinas, la glicosilaciéon de proteinas, el
reciclaje de receptores y la secrecién de bilis; c¢) y las mitocondrias, donde tiene lugar la
fosforilacion oxidativa y la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP).?
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Células endoteliales

Las células endoteliales constituyen la pared de los sinusoides hepéticos y estdn separadas de los
hepatocitos por el espacio de Disse. Entre las células endoteliales sinusoidales existen poros o
fenestraciones de gran tamafio, de manera que permiten el intercambio de fluidos vy
macromoléculas entre los sinusoides y el espacio de Disse.'” Las células endoteliales participan
activamente en la inflamacién, de manera que frente a determinados estimulos pueden liberar
diversos mediadores como son interleuquinas y ¢xido nitrico (NO).?

Células de Kupffer

Las células de Kupffer forman la mayor poblacién de macréfagos del organismo, y se encuentran
situadas en la superficie de las células endoteliales, emitiendo prolongaciones que se extienden
hacia la luz de los sinusoides y entre las células endoteliales subyacentes. Las células de Kupffer
pueden reconocer y fagocitar eritrocitos envejecidos o lesionados, y eliminan de la sangre los
bacilos que intentan introducirse en la circulacién 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.”

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. Las células estrelladas ademds sintetizan proteinas de la matriz
extracelular, son mediadores importantes de procesos de reparacion del tejido hepético en diversas
patologias hepdticas y poseen capacidad para promover y amplificar la respuesta inflamatoria.”

2. El trasplante hepatico

El higado se puede ver afectado por un gran nimero de enfermedades de fase aguda o crénica 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 hepéticas 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.” El trasplante hepdtico ha evolucionado de ser un procedimiento experimental con
éxito moderado antes de 1980, hasta convertirse en una operacién estdndar con tasas de
supervivencia muy altas para pacientes que anteriormente tenfan mal prondstico ante una
enfermedad hepatica avanzada e irreversible. Los avances mds importantes que han contribuido a
esta evolucidn son la introduccién de nuevos fairmacos inmunosupresores, la mejora de la técnica
quirdrgica y los avances producidos en la preservacion del injerto, sobre todo a raiz de la
utilizacién de la solucién de Universidad de Wisconsin (UW) como solucién de preservacion

hepética.®®

No obstante y pese a todos los avances que han contribuido al establecimiento del trasplante
hepético como una técnica rutinaria en la prictica clinica, hay todavia bastantes dificultades por
resolver. En la actualidad hay un cierto nimero de pacientes que mueren esperando un higado
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donante. Si bien es cierto que la tasa de donaciones en Espafia es la mds alta del mundo, el nimero
de candidatos a trasplante excede al de donantes.” Por lo tanto, es muy importante optimizar los
recursos disponibles en este campo. Este problema se puede abordar desde dos puntos: por un lado
aumentar en lo posible 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 6rgano (Figura 4).

Problematica del Trasplante Hepdtico:
El nimero de candidatos a trasplante excede al nimero de donantes

Reevaluacion y

 ampliacion de variables
/ - de aceptacion de organos
b

Obstdculo principal para
aumentar la efectividad

de las estrategias
propuestas

allernativas a la ~ LESION POR

\ |‘ Técnicas de frasplante
convencional M ISQUEMIA-REPERFUSION

AFECTA...

La DISFUNCION del injerto
sigue siendo la
complicacion mas
importante

Figura 4. Problematica del trasplante hepdtico.

2.1 Estrategias para aumentar el nimero de donantes

Técnicas de trasplante hepatico alternativas a la convencional

Con la intencién de practicar el trasplante hepdtico a un mayor nimero de pacientes, se han
optimizado diversas técnicas de trasplante alternativas a la convencional.™'’ Algunas de ellas se
realizan actualmente en la prictica clinica, como son la técnica de Split, el trasplante dominé y el
trasplante hepatico de donante vivo.

Técnica de Split. La técnica de Split o biparticion hepdtica permite la realizacién de dos trasplantes
hepaticos a partir de un tnico higado donante. La frecuencia de esta técnica ha aumentado en los
ultimos afios con resultados satisfactorios. En su inicio esta técnica fue desarrollada por equipos de
cirugia pediatrica ante la escasez de donantes de este sector de la poblacién y la necesidad de un
escaso volumen hepdtico, que en lineas generales no sobrepasaba el 20% de la masa hepatica de un
higado adulto. De esta forma esta técnica se comenz6 a realizar utilizando un mismo injerto que se
implantaba en un receptor pedidtrico y en otro adulto. Con posterioridad se comenz6 a utilizar esta

técnica para realizar el trasplante a dos receptores adultos, uno de ellos de peso inferior a 60 kg."""”

Trasplante domino. El trasplante dominé consiste en utilizar como injerto el higado de un receptor
cuya indicacién para el trasplante es la polineuropatia amiloidética familiar.'*'> La polineuropatia

amiloiddtica familiar es una enfermedad metabdlica crénica, en la que el higado posee una
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estructura y funcién correcta salvo la sintesis andmala de una proteina denominada transferritina,
que provoca el depdsito de sustancia amiloide en varios 6rganos, pero sobre todo en el sistema
nervioso auténomo. Los sintomas comienzan a manifestarse entra la segunda y tercera década de la
vida, aunque en algunos casos tarda incluso 75 afos en aparecer. La utilizacién de estos injertos
procedentes de un donante con polineuropatia amiloidética familiar estaria indicada en receptores
de edad avanzada o en aquellos con tumores hepdticos de mal prondstico en los que la
supervivencia esperada tras el trasplante sea menor que el tiempo de desarrollo de los sintomas de

. . o e 16,17
polineuropatia amiloidética familiar. ™

Donante vivo. La técnica del trasplante de donante vivo consiste en la utilizaciéon como injertos de
segmentos hepdaticos que provienen de un donante vivo. Al principio, esta técnica fue utilizada para
receptores pedidtricos'® y en 1994 se realizé el primer trasplante hepitico procedente del 16bulo
derecho de un donante vivo."” Actualmente esta modalidad quirdrgica representa una alternativa
védlida y segura en centros con experiencia en cirugia hepdtica llegando a representar el 25% del
total de los trasplantes realizados.” Uno de los beneficios de los injertos de tamaiio 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 hepético de
donante vivo es la disparidad del tamafio del injerto, lo cual implica una posterior regeneracion del

injerto hepatico de tamario reducido.”'>*

Reevaluacion y ampliacion de las variables de aceptacion de 6rganos

La falta de 6rganos disponibles para trasplante hepatico ha conducido a los centros hospitalarios a
ampliar los criterios de aceptacién de un 6rgano para ser trasplantado. Este es el caso de donantes
con hipertensién arterial o diabetes mellitus.>* >’ Ademds actualmente se consideran la aceptacién
de 6rganos que antes se desechaban para trasplante hepdtico por presentar un alto riesgo de
desarrollar disfuncién tras la intervencién. Este tipo de O6rganos son denominados O6rganos
subdptimos o marginales y comprenden injertos de donantes de edad avanzada, de donantes a
corazén parado, e injertos hepdticos esteatdsicos. Los higados marginales presentan una mayor
susceptibilidad a la lesién por I/R, la cual es inherente a todo tipo de trasplante hepatico. Cuando se
utilizan para el trasplante injertos hepaticos procedentes de donantes de mds de 70 afios de edad, la
supervivencia del receptor es baja.** Ademds, 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 hepdtico la dnica fuente de 6rganos hasta que se aceptd el concepto de muerte cerebral.
Actualmente se distinguen dos tipos de donantes a corazén 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 hospitalario) puesto que en este tipo de donantes
no se puede conocer con exactitud el tiempo en el que el 6rgano 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.”’** 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 en los que se puede
minimizar el tiempo de isquemia caliente) da lugar a resultados semejantes a los obtenidos con

L. . . . J 34-41
donantes cadavéricos aunque con un mayor riesgo de complicaciones biliares. Por lo tanto, la
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experiencia en trasplante de higado con donantes a corazén parado es todavia muy limitada. La
utilizacidn de injertos hepdticos esteatdsicos para trasplante conlleva un mayor riesgo de disfuncién
o fallo del injerto comparado con injertos hepdticos sin esteatosis. La esteatosis hepdtica agrava el
problema de la falta de 6rganos 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 esteatdsicos,
de ahi que la esteatosis sea la causa del mayor nimero de 6rganos no aptos para trasplante,
acentuando asf la problemdtica del banco de 6rganos.™

2.2 Disfuncion y retrasplante hepatico

Todos los avances llevados a cabo en los dltimos afios han permitido mejorar significativamente el
prondstico del trasplante hepatico, aumentando la supervivencia de los receptores y han convertido
al trasplante hepdtico en la terapia de eleccién en nifios y adultos con enfermedades hepdticas
avanzadas sin tratamiento alternativo. De todas formas, pese a las mejoras introducidas, la
disfuncidn del injerto sigue siendo la complicacién mds importante tras un trasplante hepatico.

Cuando esta disfuncion ocurre inmediatamente posterior al trasplante hepdtico, sin causa alguna
conocida, se habla de disfuncién primaria del injerto (DPI).**** La DPI se puede subdividir en dos
grupos: “pobre funcién 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 lesién por isquemia-reperfusion (I/R) es la causa mds comin de FPL*** EI 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.”® Aunque el retrasplante es
factible si se obtiene otro higado compatible, este hecho supone el desaprovechamiento de higados
para trasplante, acentuando aun mds el problema de la falta de érganos.

3. Lalesion por I/R hepatica

3.1 Introduccion

La isquemia hepética ocurre cuando el higado se ve privado temporalmente de flujo sanguineo. Al
restablecerse el flujo sanguineo al higado (reperfusidn) se agrava la lesion inducida por la isquemia
(lesién por I/R). La lesién por I/R fue reconocida como un desorden patoldgico clinicamente
relevante por Toledo-Pereyra et al. en 1975 realizando estudios en trasplante hepético

experimental.*®

En la préctica clinica tiene lugar la isquemia normotérmica y la isquemia fria, dependiendo de la
temperatura a la cual estd sometido el higado cuando tiene lugar la isquemia hepética. 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
hepética, trasplante hepdatico, shock hipovolémico, algunos tipos de dafio téxico hepatico,
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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 lesién 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 érgano espera a ser implantado. Existen muchas similitudes entre
la patologia y los mecanismos patogénicos de la lesién por isquemia normotérmica y fria, pero
también hay diferencias en los tipos celulares implicados. En los afios 80s se demostré 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
microcirculacién hepética. En numerosos modelos experimentales se ha demostrado que el grado
de lesién en las células endoteliales se correlaciona con la duracién de la isquemia fria. A
diferencia de lo que occure en condiciones de isquemia frfa, la I/R normotérmica afecta a todos los
tipos celulares hepdticos, tales como hepatocitos, células endoteliales, macréfagos, leucocitos
adherentes y plaquetas.”’

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

El procedimiento estdndar para el trasplante hepético se inicia con la extraccién del higado del
donante. Antes de su extraccion el higado es perfundido con la solucién de preservaciéon UW, a una
temperatura de 4°C. En este momento comienza la fase de isquemia fria. A continuacién el higado
es extraido del donante y colocado en solucién de preservacion a bajas temperaturas (2-4°C), con la
finalidad de ralentizar al mdximo el metabolismo hepatico hasta su posterior implante en el
receptor. Este periodo de isquemia fria suele durar en la préctica clinica de 6 a 8 horas. Tras este
periodo de isquemia fria, el 6rgano es sometido a un periodo de isquemia 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 hepéticos en la
intervencién quirdrgica. Al restablecerse el flujo sanguineo en el 6rgano comienza la fase de

reperfusién.*

En el trasplante hepatico, diversos factores podrian agravar la lesiéon por I/R. La mayoria de estos
factores son controlables eligiendo el injerto adecuado, pero la creciente demanda de trasplantes
hepaticos hace necesario el uso de higados que no son 6ptimos para ser trasplantados, llamados
injertos subéptimos o marginales y que son mds susceptibles a los efectos de la I/R.***’ De la
misma manera, existen factores intraoperatorios que pueden contribuir a la lesién por I/R que
tienen qué ver con la técnica quirtrgica y hacen referencia a la duracién del periodo de isquemia
fria y normotérmica sufrida por el injerto, asi como con el reducido flujo sanguineo desde la vena
porta o la arteria hepdtica. La gravedad de la lesién por I/R también tiene qué ver con la duracién
del procedimiento, episodios de hipotensién intraoperatorios y el grado de isquemia esplacnica.
Ademds de lo anterior, la insuficiencia renal en el receptor, la realizacién de retrasplante, y la
politransfusién se han considerado como factores de riesgo por algunos autores.’® Las alteraciones
metabodlicas que tienen lugar durante el trasplante (aumento de lactato, citrato, hiperpotasemia,
radicales libres de oxigeno, etc.) que se inician al final de la fase de diseccién y se incrementan tras
la reperfusion serdn mayores cuanto peor sea la situacion general del receptor, y podrian ser causa

de disfuncién hepética, ya que muchas de estas sustancias deben ser metabolizadas por el nuevo
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higado. También puede ser causa de disfuncién hepdtica los problemas técnicos intraoperatorios
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que ocasionan una isquemia normotérmica prolongada.

La lesién por I/R persiste como una complicacidn seria en la préictica clinica ya que estd asociada
con el riesgo de disfuncién del injerto y fallo hepatico después de la cirugia en el trasplante
hepético; ademds de la insuficiencia pulmonar y del fallo multiorgdnico que en ocasiones
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acompanan a estos cuadros.” "

Ademds, pese a los esfuerzos realizados por aumentar la
donacién de 6rganos y a pesar de las estrategias adoptadas que han permitido aumentar el nimero
de 6rganos disponibles para ser trasplantados, éstas siguen siendo insuficientes para resolver el
problema de la falta de 6rganos. El principal obsticulo para que las estrategias que tienen como
objetivo aumentar el nimero de donantes sean mds efectivas es la lesion por I/R. Las técnicas de
trasplante hepdtico alternativas a la convencional de todas maneras 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 practica clinica de manera rutinaria, seria necesario
reducir el alto riesgo de disfuncién o fallo que presentan los érganos marginales tras la intervencion
quirdrgica y ello depende en gran medida de reducir la mayor susceptibilidad que presentan este
tipo de drganos a la lesion por I/R (Figura 4). Por lo tanto minimizar los efectos adversos de la
lesién por I/R podria aumentar el nimero de érganos disponibles para trasplante y el de pacientes
que se recuperen exitosamente de un trasplante hepdtico. El primer paso para lograr este objetivo

serfa el completo entendimiento de los mecanismos implicados en la lesién por I/R.**

3.3 Patofisiologia de la lesion hepatica por I/R

Si bien, en la literatura, la lesiéon por I/R se ha dividido en dos fases, la lesién causada por la
isquemia y la lesién debida a la reperfusidn, la separacién de los eventos celulares que ocurren en
cada fase no es absoluta, ya que el dafio celular en el 6rgano hipéxico se acentia después de la
restauracién 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. Ademds 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.”

Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxigeno al érgano y se detiene la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que comporta una deplecidn en los niveles de ATP. La degradacion de
ATP estimula la glucdlisis anaerébica con la consiguiente formacion de 4cido lactico. La acidosis
resultante ademas de alterar la cinética normal de las enzimas, resulta ser un sistema menos
efectivo para producir ATP y las células se ven privadas de la energia necesaria para mantener la
homeostasis. El fallo en la homeostasis celular se caracteriza por la pérdida de gradiente de los
iones de sodio y de calcio a través de las membranas celulares. Este hecho trae como consecuencia
edema intracelular y el consiguiente hinchamiento de las células de Kupffer y células endoteliales.
Estos fendmenos inducen una alteracién en los orgdnulos citoplasméticos y en la integridad de la
membrana, pudiendo desencadenar en la muerte celular.”

La reperfusion (recuperacion del flujo sanguineo) del higado previamente isquémico inicia toda
una serie de fenémenos inflamatorios en los que estin implicados miultiples mediadores de la

inflamacion, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los cuales al interaccionar derivan en la
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lesién por reperfusion. A titulo de ejemplo, entre los mediadores inflamatorios descritos en la
lesion por I/R hepdtica destacan los RLO, interfer6n beta (INFp), interferén gamma (IFNY), factor
de necrosis tumoral beta (TNF-f), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), interleuquina (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). Ademds, también se ha demostrado la
participacion de interleukinas con propiedades antiinflamatorias que funcionan como reguladores
del proceso inflamatorio que se desarrolla en la I/R, 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 transducciéon de sefiales en I/R hepdtica han descrito un
papel notorio para diferentes factores de transcripcién como factor nuclear kappa B (NFxB),
proteina activadora 1(AP-1), receptor activador de la proliferaciéon de peroxisomas alfa (PPAR),
factor nuclear proteina de alta movilidad del grupo B1 (HMGB1), transductor de sefial y activador
de la transcripciéon 3 (STATS3), transductor de sefial y activador de la transcripcién 6 (STATO),
factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), y factor de transcripcién de choque térmico (HSF). La
lesién por reperfusion también implica a las kinasas intracelulares que activan factores de
transcripcién, como proteinas quinasa activadas por estrés (SAPK), quinasa c-Jun N-terminal
(JNK) o protefna quinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK).”

Referente a la acumulacién de neutréfilos, se considera que este proceso estd regulado por la
participacion tanto de citoquinas, factores del complemento, moléculas de adhesién y quimioquinas
que permiten el reclutamiento, adhesién y transmigracion de neutréfilos. Algunas moléculas de
adhesion celular conocidas por su papel en I/R hepética comprenden E-selectina, P-selectina, L-
selectina, integrinas B1, integrinas 32, molécula de adhesién intercellular 1 (ICAM-1) y molécula
de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1). De la misma manera, se ha sugerido la participacién de
quimioquinas, entre las que se han mencionado la interleuquina 8 (IL-8) y sus homdlogos, el
quimioatrayente de neutrdfilos inducido por citoquinas 1 (CINC), la proteina activadora de
neutréfilos derivada del epitelio 78 (ENA-78), la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) 1y 2,
la quimioquina derivada de queratinocitos (KC) y la proteina quimiotactica de monocitos (MCP) 1,
2,y3>

Por dltimo, la disfuncién 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
liberacién de moléculas de adhesion, citoquinas, factores del complemento, RLO, NO y endotelinas
(ET).”

Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados en la lesién
por I/R hepética. Ilustrando lo anterior, en la Figura 5 se indican algunos de los mecanismos
involucrados. Ademds, las interrelaciones entre las vias de sefializacién participantes son muy
complejas y atin no es posible hablar con total certeza de los eventos que suceden desde que se
inicia la reperfusién hasta que tiene lugar el malfuncionamiento o fallo primario del injerto
hepético, 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
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se trabaja. A continuacién nos centraremos en los diferentes resultados existentes en la literatura
acerca de las posibles fuentes generadoras de RLO, de los efectos y mecanismos de accién del NO,
del papel de determinados mediadores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral (TNF),
de determinados factores de transcripcion como el NFkB, y de algunas kinasas intracelulares como
las proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK). Estos datos nos permitirdn entender atn
mads el por qué la I/R hepatica continda siendo un problema sin resolver en la practica clinica.

Lesion por isquemia-reperfusion hepatica

TET

Fallo en la Estrechamiento
homeostasis  ——- %‘ del lumen

celular sinusoidal

4 ATP

IL-6
IL-10

IL-13

C5a SLPI
\ J- GM-CSF LTB4
INF Reclutamiento PAF
Activacion TNFR ¥
deCEy deCK B 2ctivacion de
hepatocitos lcélulas T CD4+ o 1
i Y N %
Mitocondria
m o

CAM Acumulacion y

v
i i activacién de
51, [V Quimioquinas e

IL-1

~ 3 oo cohior [ Necrpioei
ATP

Apoptosis

Figura 5. Algunos de los mecanismos involucrados en la patofisiologia de la lesién por I/R hepdtica. La
deficiencia energética inducida por la isquemia resulta en el fallo del transporte activo fransmembranal y
consecuentemente se produce hinchazén de las células de Kupffer (CK) y de las células endoteliales (CE). Este
hecho, en conjunto con el desequilibrio en la producciéon de NO y ET contribuye al estrechamiento del lumen
sinusoidal. Esto conduce tanto a una acumulacién de neutrédfilos como a una disminucion en la perfusion. La
activacién de las CK resulta en la liberaciéon de RLO, TNFa e IL-1. Adicionalmente, los RLO pueden producirse a
partir del sistema X/XOD y de la mitocondria. La liberaciéon de citoquinas a fravés de la induccién de moléculas
de adhesion (ICAM and VCAM) y de la quimioquina CXC conduce a la acumulacion y activacion de
neutrdfilos. Estos neutréfilos se extravasan entonces, causando dafo parequimal a través de la produccion de
RLO y proteasas. De la mismma manera, la activacién del factor del complemento C5a prepara y activa a las CK;
los linfocitos T CD4+ residentes y los recién acumulados en el higado pueden producir GM-CSF, interferon (INF) y
TNF-B, los cuales amplifican la activacién de las CK y promueven el reclutamiento de neutréfilos en el higado; el
PAF puede preparar a los neutréfios para la generacion de superdxido mientras que el LTB4 puede contribuir a
la amplificacién 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 (SLPI) atentdan el dano por reperfusion. Finalmente,
la teoria de la necroapoptosis postula que un proceso puede empezar con una senal comudn de muerte celular
y culminar en muerte celular necrética o en apoptosis, dependiendo del grado de disminucién del ATP celular.

Mecanismos responsables de la produccion de radicales libres de oxigeno
Referente a los mecanismos responsables de 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 implicindolo ademds en el dafio pulmonar asociado al
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trasplante hepético. 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 relevancia patofisioldgica del estrés oxidativo intracelular (RLO generados
por el sistema X/XOD o por las mitocondrias) durante la reperfusién. 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 reperfusiéon. Ademds, 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 inactivaciéon de las células de Kupffer, pero no por una dosis alta de
alopurinol. Similarmente, otras investigaciones sefialan que son los neutréfilos, o las células de
Kupffer las principales fuentes generadoras de RLO. Sin embargo esta dltima hipdtesis también se
ha sometido a la controversia. La eliminacidn de las células de Kupffer en el trasplante hepético no
modificé los efectos nocivos de la I/R 'y los neutrdfilos activados no son esenciales en el dafio por

reoxigenacién.”’

La divergencia de resultados respecto a los mecanismos de generacién 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 desempefia un papel crucial en el dafio
hepético por I/R solamente en condiciones en las cuales ocurre una formacién importante de XOD,
como por ejemplo a las 16 h de isquemia fria. Sin embargo, este sistema de generacién de RLO no
parece ser crucial a periodos isquémicos mas cortos tales como 6 h de isquemia fria. Hay que tener
en cuenta ademads, que incluso después de periodos prolongados de isquemia, en los cuales existe
una relevante formacién de XOD, esta enzima puede estar desempefiando un papel minoritario
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comparado con la mitocondria.

Por otro lado, también deben considerarse los fairmacos usados para inhibir el sistema X/XOD, ya
que, el alopurinol por ejemplo, parece tener mds de un mecanismo de accién. El alopurinol no es
solamente un inhibidor potente de la XOD, sino que también parece mejorar la disfuncién
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 dafio en la lesion
por I/R.*

Oxido nitrico

En la lesién por I/R es dificil establecer una distincion entre mediadores que tienen un papel
beneficioso de aquellos cuyo papel es perjudicial. Algunos autores han observado que el NO ejerce
un efecto beneficioso frente al dafio por I/R en diferentes 6rganos, tejidos y células, mientras que
otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso reportan una accién 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 hepética utilizados y en la dosis y el tiempo en que se administran los diferentes moduladores

farmacoldgicos de NO.*
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En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la produccion de NO derivada de la sintasa
del 6xido nitrico sintasa constitutiva (NOSc) tendria efectos beneficiosos en I/R hepdtica, la
produccién de NO derivada de la 6xido nitrico sintasa inducible (NOSi), podria contribuir al dafio
hepético. El NO derivado de la isoforma NOSc, constitutivamente expresada, puede disminuir los
desérdenes de la microcirculacién durante las primeras horas de reperfusiéon. En contraste, el NO
derivado de la NOSIi no puede ser generado hasta varias horas después de la reperfusion debido a
que esta isoforma requiere induccidn transcripcional. El exceso en la producciéon de NO derivada
de la NOSi tal vez ya no sea beneficioso a la microcirculacién a ese tiempo de reperfusion pero los
niveles excesivos de NO pueden ser perjudiciales ya que se pueden combinar con los RLO y
generar peroxinitrito. Ademads, hay estudios que proponen que el NO derivado de la NOSi induce la
liberacién de citocromo c¢ y de caspasas favoreciendo los procesos proapoptéticos. Sin embargo,
también existen controversias en relacién al papel del NO derivado de la NOSi ya que otros
investigadores han sugerido que el NO derivado de la NOSi es beneficioso porque induce la
expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 e inactiva caspasas.™

Ademds, para entender los diferentes resultados en relacion al papel del NO en la lesién por I/R
hepética, es importante clarificar si la fuente de NO es enddgena o exdgena. En este sentido,
mientras que se ha demostrado que el NO enddgeno puede reducir la acumulacién de neutréfilos, la
suplementacion exégena de NO no modificé este pardmetro pero se asocié con una inhibicién en la
produccién de ET.*

TNF y NFxB

Los efectos diferenciales del NO, se han constatado ademds con otros mediadores implicados en la
lesién por I/R hepdtica. En la I/R hepdtica, el TNF es protector o perjudicial dependiendo del tipo
celular y de las condiciones experimentales o patoldgicas. El TNF puede estimular la muerte
celular o puede inducir efectos hepatoprotectores a través de mediadores antioxidantes, anti-
apoptéticos y proliferativos. Por ejemplo, hay estudios que evidencian el papel perjudicial del TNF
en la lesion por I/R hepdtica tanto local como sistémica, pero también se ha constatado su papel
clave en procesos de regeneracion hepdtica, procesos inherentes en el trasplante hepdtico con
injertos de tamafio reducido (trasplante pediétrico y de donante vivo). Ademds, la suplementacién
de TNF, a dosis bajas es altamente eficaz frente al dafio por I/R hepatica.”

Estos 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 hepética.
A titulo de ejemplo, el NFxB puede regular diferentes vias de sefializacién y por ello tiene el
potencial de ser tanto pro- como anti-apoptético. Actualmente no estd claro si en la I/R hepética,
los efectos beneficiosos del NFkB frente a la apoptosis prevalecen o no frente a su papel perjudicial
en la inflamacién. La inhibicién del NFkB en I/R hepatica reduce la acumulacién de neutréfilos y
el dafio hepatocelular. Estos datos sugieren la implicacién del NFkB en la respuesta inflamatoria
asociada a la I/R hepdtica. Sin embargo, otros resultados evidencian que la activaciéon de NFxB es
primordial en la regeneracién hepatica, reduce la apoptosis y el dafio por I/R asociado al trasplante
hepético.”
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MAPKs

Las MAPKSs que incluyen la ERK 1/2, 1a p38 MAPK y la JNK, convierten estimulos extracelulares
en sefiales intracelulares. Generalmente, la ERK 1/2 es estimulada por factores de crecimiento, y de
hecho la via clasica de la ERK estd asociada con proliferacion. En contraste, la activacién de p38
MAPK y de p46/p54 JNK se asocia a diversos tipos de estrés y citoquinas proinflamatorias.®”’

En el contexto de la lesion hepética por I/R, numerosos estudios apuntan que la activacion de p38
MAPK y JNK induce apoptosis y necrosis.”®® Sin embargo, otras investigaciones indican que la
activacion de las MAPKSs aumenta la tolerancia de los hepatocitos y las células endoteliales frente
al insulto isquémico.’”””° Por otro lado, aunque la activacién de la ERK 1/2 se asocia a proliferacién
celular, también existen estudios que indican su implicacién en el dafio hepético por I/R.”"’* Estas
diferencias en el papel de las MAPKs 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.”

Acumulacién de neutroéfilos

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

Para explicar si la acumulacién de neutréfilos depende o no de las moléculas de adhesion, hay que
tener en cuenta la teorfa propuesta por Jaeschke. Esta teoria propone que aunque la P-selectina y el
ICAM-1 parecen ser relevantes en la adherencia de los neutrdfilos en las vénulas postsinusoidales,
los neutrdfilos relevantes en el dafio por I/R se acumulan en los sinusoides En estos capilares, la
acumulacién de neutréfilos no depende de B2 integrinas, de ICAM-1 ni de selectinas. En estos
sinusoides, los neutréfilos se acumulan gracias a factores mecédnicos como la vasocontriccion, el
dafio y el edema de las células que forman la pared vascular, y una reducida flexibilidad de la
membrana del neutréfilo contribuyen a la acumulacién de neutréfilos sin la necesidad de un
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aumento en la expresion en las moléculas de adhesién como el ICAM-1.

En la etapa de reperfusién, si el dafio vascular es considerable, se elimina la barrera de células
endoteliales y los neutrdfilos tienen entonces acceso directo a los hepatocitos. Sin embargo, si las
células endoteliales estdn dafladas pero aun estdn presentes, puede requerirse entonces la
transmigracién. En estas condiciones, terapias anti-ICAM pueden reducir pero no previenen la
lesién 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 nimero de intervenciones dirigidas contra selectinas
reducen la acumulacién hepética de neutréfilos y el daiio celular. A causa de que estos hallazgos no
pueden ser explicados a través de la prevencion del rolling dependiente de P-selectina en los

sinusoides, se ha sugerido que la mayoria de los modelos de I/R hepdtica incluyen algtin grado de
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isquemia intestinal, la cual conduce a la acumulacién de neutréfilos en 6rganos remotos incluyendo
al higado. Asi, pues el bajo nimero de neutréfilos en el higado tras el bloqueo farmacolégico de las
selectinas puede ser un efecto secundario debido a la proteccion que ejerce la terapia anti-selectina
en el dafio intestinal por reperfusién.™

Muerte celular

Ademds de los diferentes resultados encontrados en la literatura sobre el papel de los mediadores
inflamatorios implicados en la lesién por I/R y sus mecanismos de accién, 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 necrdticas
masivas. En contraste, otros han demostrado que la inhibicién 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 necrética y apoptdtica son entidades

% A continuacién se revisard

diferentes, esta suposicion puede no ser vidlida actualmente.
brevemente la informacién bésica acerca de las vias de sefializaciéon de muerte celular en los
hepatocitos, con el propdsito de entender la via comiin 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 metabdlicos. La segunda,
es la via extrinseca que se activa a través de receptores de muerte celular (Figura 6). Es bien
conocido que uno de los mds importantes reguladores de la via intrinseca es la familia de proteinas
Bcl-2. La familia Bcl-2 incluye miembros pro-apoptéticos tales como Bax, Bak, Bad, Bid y
miembros anti-apoptéticos como Bcl-2, Bel-X1 y Bel-W. Tras la sefial de muerte celular, las
proteinas pro-apoptéticas sufren modificaciones post-translacionales que derivan en su activacion y
traslocacién a la mitocondria. Entonces, la membrana mitocondrial exterior se vuelve permeable,
conduciendo a la liberacién de Citocromo C, el cual promueve la activacién de la Caspasa 9, que a
su vez activa a la Caspasa 3, desencadenando finalmente la apoptosis.*’

En la via extrinseca, una variedad de mediadores incluyendo TNFa, ligando Fas, y el ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) se unen primeramente a su respectivos
receptores de muerte celular, lo cual causa oligomerizacién 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 activacién 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-apoptético de la familia Bcl-2, generando la forma truncada tBid. tBid
se transloca a la mitocondria, causando permeabilizacién mitocondrial y liberacion de los efectores
mitocondriales de apoptosis, tales como Citocromo C.*

En los hepatocitos la sefializacién dependiente de TNFa y de Fas induce el inicio de la transicién 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 transicién a la permeabilidad. La MPT
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conlleva a edema mitocondrial, ruptura de la membrana exterior mitocondrial, y liberacién del

. P . . 30
Citocromo C y otras proteinas mitocondriales.
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Figura 6. Necrosis y Apoptosis en la I/R hepdtica.

Se pueden considerar otros mecanismos de liberacién del Citocromo C. En algunos modelos
experimentales, la interaccién de tBid con Bax o Bak, forma canales en la membrana mitocondrial
exterior liberando citocromo c y otras proteinas. Si el inicio de la MPT ocurre en relativamente
pocas mitocondrias, estos orgdnulos son secuestrados en autofagosomas para su digestion por
lisosomas, un proceso que elimina las mitocondrias dafiadas y potencialmente t6xicas. Cuando la
MPT involucra a mas mitocondrias, el edema mitocondrial conduce a la ruptura de de la membrana
exterior mitocondrial y la liberacién del Citocromo C. Siempre que el ATP se encuentre disponible
a partir de la glic6lisis y haya mitocondrias aun intactas, el Citocromo C activa Caspasas y otras
enzimas ejecutoras de apoptosis. Cuando la MPT es abrupta e involucra a la mayoria de las
mitocondrias, el ATP se depleciona, lo cual bloquea la activacién de las Caspasas. La reduccién de
ATP culmina con la ruptura de la membrana plasmética y el inicio de la muerte celular por necrosis
(Figura 6). Asfi pues, el término “Necrapoptosis” se utiliza para describir un proceso que empieza
con una sefial de muerte celular comin y el cual culmina ya sea en lisis celular (muerte celular
necrotica) o en reabsorcion celular programada (apoptosis), dependiendo de factores tales como la

disminucién de los niveles celulares de ATP.*
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4. El higado esteatdsico

4.1 Definicion y prevalencia

Un higado sin esteatosis posee aproximadamente un contenido de grasa de un 5% de su peso total.
La acumulacién de grasa es considerada patoldgica cuando el contenido de grasa hepdtica,
consistente principalmente en triglicéridos, excede el 5% del peso del higado. La esteatosis
hepética se puede caracterizar cuantitativamente y cualitativamente.”” La evaluacién 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 evaluacién cualitativa divide la esteatosis
en dos tipos: macrovesicular, cuando los hepatocitos contienen una tnica vacuola grande que suele
desplazar el nicleo del hepatocito hacia la periferia, y microvesicular, si el hepatocito contiene
multiples vacuolas pequefias. Las circunstancias mds habituales asociadas a esteatosis hepdtica son
la obesidad, la diabetes y la ingesta de alcohol.” La esteatosis hepética es la enfermedad crénica
del higado mds comiin en el mundo y afecta a todos los grupos raciales, étnicos y de edad. Aunque
la prevalencia global todavia permanece por ser determinada, varios estudios han reportado una
prevalencia del 10% al 20% en la poblacién delgada, 60% a 74% entre la poblacién obesa y mds de
90% en los obesos mdrbidos. Aproximadamente 3% de los nifios delgados estdn afectados y la
prevalencia se incrementa hasta un 53% entre los nifios obesos. Se espera que la prevalencia de
esteatosis hepadtica en la poblacidn, se incremente draméticamente en un futuro cercano debido al
aumento de la obesidad entre la poblacién de los paises occidentales.”

4.2 Importancia de la esteatosis hepatica en la cirugia hepatica

Los pacientes con enfermedades del parénquima hepético presentan un riesgo alto de mortalidad y
morbilidad postquirdrgica a causa de caracteristicas patogénicas subyacentes que pueden afectar la
recuperacion del higado y la regeneracion hepdtica. El higado graso o la esteatosis hepatica es un
hallazgo histolégico comin en biopsias de higado humano, y se estima que mas del 20% de los
pacientes programados para reseccion hepética presentan alglin grado de esteatosis.”” En posibles
donantes de higado, la prevalencia de esteatosis hepética es del 26%.” El higado esteatdsico
supone un riesgo afiadido en la cirugia hepdtica ya que estos higados toleran peor que los no
esteatdsicos la lesion por I/R. La presencia de esteatosis moderada aumenta la incidencia de fallo
primario y disminuye la supervivencia del paciente después de un trasplante hepitico.” Sin
embargo, en muchos casos es necesario recurrir a estos injertos debido a que el aumento en la
demanda de 6rganos para trasplante no puede cubrirse con higados en estado Sptimo para ser
trasplantados. Ademds, la esteatosis hepatica agrava el problema de la falta de 6rganos ya que se
sabe que entre todos los higados que no son aptos para trasplante por sus condiciones patoldgicas,
mads del 50% son higados esteatdsicos, de ahi que la esteatosis sea la causa del mayor nimero de
6rganos no aptos para trasplante, acentuando asf la problematica del banco de 6rganos.””” Dado el
aumento en la prevalencia de esteatosis que se espera en la poblacidn y por lo tanto en la cirugia
hepatica, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias protectivas para minimizar los efectos
adversos de la lesion por I/R en los higados esteatdsicos. Esto disminuiria por lo tanto el riesgo de
disfuncién o fallo primario tras la cirugia hepdtica y se aumentaria el nimero de injertos
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disponibles para ser trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los mecanismos

que conducen a la mayor susceptibilidad de un higado esteatdsico ante la lesién por I/R.

4.3 Lesion por I/R en el higado esteatdsico

Como se ha mencionado anteriormente, los higados esteatdsicos toleran peor que los no
esteatésicos la lesion por I/R.**™" Sin embargo, las causas de la mayor susceptibilidad de los
higados esteatdsicos frente a la lesion por I/R no estdn totalmente definidas. La literatura recoge

como posibles causas los eventos que se describen a continuacién (Figura 7).

Alteraciones en la microcirculacién

Las alteraciones en la microcirculacién se han propuesto como un factor importante en la tolerancia
reducida de los higados grasos a la lesién por I/R. La acumulacién de grasa en el citoplasma de los
hepatocitos estd asociada con un aumento en el volumen celular, que puede resultar en una
obstruccién parcial o total del espacio sinusoidal hepatico.”” En humanos se ha demostrado que en
el higado graso se produce un descenso de aproximadamente el 50% del flujo sanguineo, lo que
podria inducir un estado de hipoxia crénica.”””® También se ha observado en modelos animales que
el espacio sinusoidal de los higados grasos estd disminuido en un 50% comparado con higados no
esteatGsicos.””** Este descenso en el flujo sanguineo es seguramente secundario al estrechamiento
de la luz sinusoidal que conlleva una inadecuada perfusién con las soluciones de preservacion
durante la extraccion del higado. La luz sinusoidal se ve ademds afectada por glébulos de grasa
liberados durante la preservacion del injerto y por microtrombos de fibrina y elementos celulares
que estdn en la sangre después de la reperfusién.””** Estas alteraciones en la microcirculacién
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 combinacién con la reduccién del espacio

sinusoidal pueden contribuir a causar una lesién hepética grave.

Estrés oxidativo

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
esteatGsicos.”’ En diferentes modelos de higado graso sometidos a isquemia normotérmica o a
trasplante hepético se muestra que la mayor susceptibilidad de los higados esteatdsicos frente a la
lesién por I/R puede deberse a la elevada sensibilidad de este tipo de higado a los RLO.**™
Durante la reperfusién la generaciéon 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 orgdnulos, conduciendo eventualmente a la disfuncién
mitocondrial y al fallo en la sintesis de ATP.*' Es bien conocido que los higados esteatdsicos
sintetizan menos ATP tras la reperfusién.”” Ademds, diversos estudios muestran que durante la
reperfusiéon se produce un aumento en la peroxidacién lipidica en los higados esteatdsicos, con
respecto a los higados no esteatdsicos. La causa de este aumento en la peroxidacién lipidica podria
ser debido a que en los higados esteatésicos hay una mayor cantidad de substrato facilmente
oxidable.”” En condiciones basales, los sistemas antioxidantes del higado son suficientes para
contrarrestar la peroxidacién lipidica que se produce en el higado. Sin embargo, en higados
esteatdsicos sometidos a I/R, la peroxidacién de lipidos se ve muy incrementada y los sistemas

antioxidantes del higado se ven sobresaturados. La disminucién de fosfolipidos como consecuencia
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de la peroxidacién lipidica conduce a la alteracién de la membrana plasmatica.”> Ademds los
productos de la peroxidacién lipidica, como por ejemplo el malondialdehido, podrian actuar como

atrayentes de neutréfilos e inducir necrosis celular.”*

Diversos trabajos se han enfocado en minimizar el estrés oxidativo al que son sometidos los
higados esteatsicos.***™® No obstante, los datos obtenidos en los estudios en los que se
administraban antioxidantes han sido contradictorios. Algunos de estos estudios en ratas Zucker
obesas, modelo bien caracterizado de obesidad inducida por dieta, indican que la administracién de
tocoferol, que tiene propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia del higado esteatdsico a la
isquemia caliente. Por otro lado, estudios experimentales en higados esteatésicos inducidos
mediante dieta deficiente en colina-metionina, mostraron que la administracién de precursores de
glutatién (GSH), como la N-acetilcisteina, pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en
los higados esteatdsicos pero sin bloquear los RLO. Ademds, en higados esteatdsicos inducidos por
dieta o por alcohol, se producen RLO insensibles a la superdxido dismutasa (SOD) y catalasa y que

estan implicados en la vulnerabilidad de este tipo de higados a la lesién por I/R.**7%

Metabolismo energético

Diversos estudios muestran que tras varias horas de isquemia normotérmica o fria los higados
esteatdsicos presentan una deplecién de los niveles de ATP mayor que la sufrida por los higados no
esteatosicos.”®” Por el contrario, en otros estudios llevados a cabo en un modelo de isquemia
hepética normotérmica se observaron niveles semejantes de ATP en ambos tipos de higados
durante la isquemia, pero se observd que tras la reperfusion, los higados esteatdsicos presentaban
una recuperacién del metabolismo energético més lenta.”® Segtin 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 reperfusién tanto en la isquemia
normotérmica como en la isquemia fria.”> *"'% Diversos autores postulan que la presencia de grasa
en el hepatocito produce diversas alteraciones en las mitocondrias que se hacen mucho maés
evidentes tras un proceso de I/R y que dan lugar a la sobreproduccién 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 esteatésicos a la lesién por I/R.%® %102 105 107,108

Acumulacién de neutroéfilos

El exceso de grasa en un higado esteatésico produce alteraciones en la fluidez de las membranas
debido a la menor presencia de colesterol y de 4cidos grasos poliinsaturados en las mismas.'” 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 activacién de los neutréfilos en la reperfusion, y por tanto a

un aumento de la infiltracién de neutréfilos en el tejido hepatico.” %'

Se ha reportado la implicacién de los neutréfilos en la mayor vulnerabilidad de los higados grasos
frente a la lesion por I/R hepética especialmente en higados grasos inducidos por alcohol; por otra
parte, en otros modelos de esteatosis hepdtica los neutréfilos no parecen ser los responsables de la
menor tolerancia que presentan los higados grasos a la I/R.* ''"*!'? En este sentido, se observé la

misma acumulacién de neutréfilos en higados esteatdsicos y sin infiltracion grasa en ratas Zucker
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sometidas a I/R hepdtica normotérmica. Esto se confirmé también en otros modelos de esteatosis
hepética tales como el inducido por la ingesta de una dieta rica en colesterol.'*""* En un modelo
experimental de trasplante hepético en ratas Zucker se ha demostrado que el bloqueo de integrinas
y selectinas, moléculas implicadas en la adhesion de los neutréfilos al endotelio sinusoidal, redujo

la lesién hepdtica y aumentd la supervivencia de las ratas tras el trasplante hepatico.'”""”

Activacion de las células de Kupffer

En los higados grasos se ha demostrado un aumento en el ndmero y en la actividad fagocitica de las
células de Kupffer, lo cual puede contribuir a aumentar la lesién por I/R en ese tipo de higado.”
Las células de Kupffer son una fuente muy importante de RLO y citoquinas como el TNF-a e IL-1
durante la etapa de reperfusion. Se ha demostrado la implicacién de las células de Kupffer en la
lesién por I/R asociada al trasplante hepdtico, ya que la administracién de cloruro de gadolinio, un
inhibidor de la activacidon de las células de Kupffer, produjo un descenso en los pardmetros de

lesién hepatica y aument6 la produccién de bilis.'®

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. Durante la apoptosis, las células innecesarias son
transformadas en cuerpos apoptéticos mas pequefios y son eliminadas con un minimo de respuesta
inflamatoria. El porcentaje de hepatocitos apoptéticos después de I/R correlaciona con el dafio
hepético y con la supervivencia de los animales de experimentacién.”” ** " 1% 12 Ademas, varias
estrategias antiapoptdticas han demostrado ser altamente protectoras frente el dafio isquémico en
higados no esteatdsicos.** Por otro lado, se ha demostrado que los higados esteatésicos presentan
alteraciones en la via de sefializacién que conduce a apoptosis. Estudios realizados en ratas de la
cepa Zucker han sefialado que los higados esteatdsicos sometidos a I/R normotérmica presentan un
grado reducido y un retraso en el desarrollo de la apoptosis en comparaciéon con higados no
esteatdsicos 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 orgdnulos celulares y la membrana citoplasmatica y conlleva la liberacion
del contenido citoplasmatico que contribuye a agravar la lesién inflamatoria hepatica.” '*" '** En
consonancia con lo anterior, estrategias terapéuticas basadas en la inhibicién de la apoptosis, que
reducen el dafio isquémico en higados no esteatdsicos, no son capaces de proteger en presencia de
esteatosis.”” * El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte celular podria estar asociado,
entre otras cosas, 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 hepdtica podria explicar el fallo de la apoptosis en este tipo de higados y el predominio de la

lesién por necrosis como forma de muerte celular.” '*"- %

Todo lo anteriormente mencionado en el presente apartado, pone de manifiesto que 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 para
prevenir efectivamente la lesion por I/R en los higados esteatdsicos. De esta manera, estrategias
terapéuticas que son efectivas en higados no esteatdsicos pueden no serlo en presencia de

esteatosis, o la dosis efectiva de los fairmacos a administrar puede diferir entre los dos tipos de
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higados. Por otro lado, también puede haber firmacos que podrian ser efectivos solamente en

higados esteatdsicos.

Lesion por isquemia-reperfusion en el higado esteatdsico

En la lesion por isquemia-reperfusion en higados
esteatdsicos, los siguientes eventos sufren
alteraciones en comparacion con los higados

normales
,r ,r 4\ ACtivaCién
de CK

NN A Alteraciones
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Figura 7. Lesidon por I/R en higados esteatésicos. Durante la lesidon por I/R en comparaciéon con los higados
normales, los higados esteatésicos presentan mayores alteraciones a nivel de la microcirculacion hepdtica,
produccién incrementada de RLO, deplecién de los niveles de ATP mayor que la que sufren los higados no
esteatdsicos, aumento en la acumulacidn de neutrdfilos asi como también en la actividad fagocitica de las CK.
Ademads de esto, hay un predominio de la necrosis sobre la apoptosis como forma de muerte celular en higados
esteatdsicos sometidos a I/R. Todo lo anteriormente mencionado podria contribuir a la mayor susceptibilidad
que presentan los higados estaeatdsicos a la lesidn por I/R en comparacioén con los higados normales.

5. Estategias terapéuticas para disminuir la lesion por /R

A pesar de los avances en los tratamientos farmacoldgicos, en las soluciones de preservacién, y en
estrategias de terapia génica que han tenido como objetivo el disminuir la lesién por I/R asociada al
trasplante hepatico, los resultados hasta el momento no han sido concluyentes. En la Figura 8 se
presentan algunas estrategias terapéuticas desarrolladas para prevenir el dafio por I/R.

5.1 Estrategias farmacologicas

Numerosos estudios experimentales se han centrado tanto en inhibir los efectos nocivos de la
isquemia como la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusiéon. 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 hepdtica. Para inhibir las
acciones de los RLO durante la reperfusiéon se ha tratado con antioxidantes como tocoferol,
glutatién 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 desdrdenes
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microcirculatorios asociados a la I/R hepdtica se han realizado tratamientos con dopamina y ATP-
MgCl2. Se han utilizado también farmacos como adenosina, donadores de NO, L-arginina, y
anticuerpos anti-ICAM-1 y anti-P-selectina para bloquear la acumulacién de neutréfilos. Sin
embargo, ninguno de estos tratamientos ha logrado frenar la lesién por I/R hepitica.™

Debe tenerse en cuenta las dificultades de frenar la inflamacién 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 tratamiento
farmacolégico. En este sentido, el GSH-€ster no llega al lugar de accién a concentraciones Optimas
ni en el momento adecuado. La administracién de anticuerpos anti-TNF provoca sélo una
inactivacion parcial de la proteina. Pequeias variaciones en la dosis de donadores de NO tienen
efectos totalmente opuestos. Ademds, 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.”

Si esto ocurre en higados sanos, atin son mayores los problemas para modular la lesién por I/R en
higados esteatdsicos. Este tipo de higados generan RLO que son insensibles a la accién de
antioxidantes como la SOD vy 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 ademads la dosis de fairmaco a administrar puede ser diferente en ambos
tipos de higado. Hallazgos como este deben tenerse en cuenta al momento de la aplicacién por
igual de estrategias farmacolédgicas en I/R en higados sanos y esteatdsicos pues los efectos pueden
ser muy diferentes en cada caso. A titulo de ejemplo, la administracién de un donador de NO en un
modelo de trasplante hepdtico experimental logré reducir el estrés oxidativo en higados sanos,
mientras que la suplementacién de NO, a la misma dosis, aumentd la vulnerabilidad de los injertos
esteatdsicos al sindrome de I/R. Por otra parte, también podrian existir firmacos que so6lo fueran
efectivos en higados esteatdsicos. En I/R asociada al trasplante hepdtico, se ha evidenciado en
higados esteatdsicos un aumento en la expresion de la proteina desacoplante-2 mitocondrial
(UCP2) y una capacidad disminuida de sintetizar ATP en la reperfusion, lo que contribuye a la
vulnerabilidad de los higados esteatdsicos al sindrome de I/R. Asi pues, firmacos como la
cerulenina que pueden actuar sobre la UCP2 disminuyendo su expresion, logran aumentar el
contenido de ATP en higados esteatdsicos pero tal estrategia tal vez no tendria ningin efecto en
higados sanos porque no se presenta sobreexpresion de UCP-2. Resultados similares se han

. . 30
obtenido con la carnitina.

5.2 Soluciones de preservacion

Desde su introduccién por Belzer et al. a finales de los 80s, la soluciéon UW se ha convertido en la
mds utilizada en la practica clinica para la preservacion de la mayoria de los érganos en trasplante.
La diferencia de esta solucién con las restantes es que no contiene glucosa lo cual evita la
produccién de lactato y los problemas de acidosis, en cambio contiene adenosina que inhibe la
agregacion plaquetaria, la acumulacién de neutrdfilos, 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
inclusién de algunos componentes en la solucién UW ha sido tanto defendida como criticada. Por

ejemplo, variantes simplificadas de la solucién UW en las cuales se ha omitido la adenosina han
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mostrado tener potencial protector similar o aun mayor durante la preservacién fria del higado.
Otra de las limitaciones de la solucién de UW es la presencia de hidroxietilamidén, que previene el
edema intersticial pero también es un proagreagante de gldbulos rojos que puede producir un
lavado incompleto del injerto hepdtico con el consiguiente éstasis venoso y respuesta inflamatoria.
Ademds de lo anterior, muchas de las sustancias que se encuentran en la solucién UW (alopurinol,
lactobionato) no protegen bien por no estar en concentraciones adecuadas o por tener dificultades
para llegar al sitio de accidén. 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. ™

Existen otras alternativas de soluciones de preservacién, y cada una de ellas estd disefiada para
ofrecer alguna ventaja con respecto a la soluciéon de UW. Por ejemplo, la solucién Histidina-
Triptéfano-Cetoglutarato (HTK) presenta una viscosidad mds baja y omite el almidén en su
composicion. Esto posiblemente podria proveer un lavado inicial del érgano mas rdpido durante la
recuperaciéon del 6rgano, resultando en un enfriamiento mds rdpido y en un mejor lavado del
6rgano para eliminar més eficazmente los glébulos rojos del 6rgano a trasplantar. En un ensayo
clinico aleatorio, se compar$ a la solucién UW con la solucién HTK en trasplante hepético con
injertos procedentes de donante cadavérico y se observaron pardmetros similares de supervivencia
del receptor y del injerto, asi como también en dafio y funcién hepdtica de los injertos
trasplantados. Ademads, en este estudio la incidencia de complicaciones fue significativamente
mayor en los higados preservados en HTK. Celsior, otra solucién comercialmente disponible, tiene
una composicion mas alta en sodio y mads baja en potasio y omite el almidén en su composicion. El
bajo contenido en potasio disminuye la hiperpotasemia tras la reperfusién del érgano y al no
contener almidon 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 hepdticos. 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 solucién de preservacion, se ha demostrado una mejora en la
microcirculacion y una reduccién en el dafno hepético por I/R en trasplante hepético experimental;
sin embargo la superioridad de esta solucién todavia no ha sido demostrada en humanos. En
definitiva, todavia no se han demostrado diferencias fundamentales en los resultados clinicos de
estudios aleatorios que comparen las diferentes soluciones de preservacion existentes, y por lo tanto
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no puede hacerse ninguna recomendacion al respecto.

Como parte de los esfuerzos por reducir el dafio que sufre el injerto hepatico durante el tiempo de
preservacion fria, se han introducido una variedad de ingredientes en la solucién de preservacion
UW, con resultados prometedores: el andlogo estable de la protaciclina (PGI2) OP-4183, el
inhibidor de la p38 MAPK FR167653, el donante de NO nitroprusiato de sodio, el antagonista del
PAF ES5880, 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, ninguno de estas modificaciones en la
composicién de la solucion UW ha llegado a su aplicacién rutinaria en la préctica clinica. Por
ejemplo, estudios dirigidos al enriquecimiento de la solucion UW con inhibidores de caspasas han

mostrado que dicha estrategia previene la apoptosis de las células endoteliales, pero también se
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demostré que tales inhibidores tuvieron muy poco efecto sobre la necrosis, forma predominante de
muerte celular en los higados esteatdsicos. En linea con lo anterior, la adicién de precursores para
la resintesis de ATP tales como SAM, result6 en una recuperacion inicial pobre de ATP durante la
reperfusion hepatica. La insulina y el FBP han sido recomendadas y afiadidas a la solucién 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 solucién UW podria exacerbar el dafio isquémico del injerto y disminuir la tasa de supervivencia

del injerto en trasplante hepatico experimental.*

5.3 Terapia génica

Los actuales avances en biologia molecular proporcionan nuevas oportunidades para reducir el
dafio hepético por I/R a través del uso de terapia génica. Para suprimir el estrés oxidativo con el
objetivo de reducir la lesién por I/R hepadtica, se han realizado 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 acumulacién y la activacién de neutréfilos, se ha
realizado una estrategia génica para reducir 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 NFxB a través de la transfeccion adenoviral de una forma mutante de IxB, el
cual inhibirfa NFkB y aliviarfa la respuesta inflamatoria hepética 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 expresioén 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.*

En los tdltimos afios, el uso de las terapias basadas en RNA interferentes pequefios (siRNA) para
regular las acciones bioldgicas de los mediadores inflamatorios en una gran variedad de
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enfermedades ~ ha creado gran interés. Asf pues, en el contexto de la I/R hepadtica se han aplicado

estrategias terapéuticas basadas en la administracion de siRNA para adiponectina,”

% o moléculas relacionadas con la apoptosis tales como Bax,'” el

esfingomielinasa acidica,'
receptor apoptético Fas,'”® la Caspasa 8 y la Caspasa 3;'* las cuales han protegido frente al dafio
hepético 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
dcidos nucleicos, se degradan facilmente en suero y por lo tanto necesitan un vehiculo que permita
un transporte estable, una internalizacién celular especifica y confiable y ademds una
farmacocinética favorable para utilizarse como terapia farmacolégica. La posible toxicidad de
dichos vehiculos asi como el riesgo de inmunogenicidad también son obticulos que deben ser
superados. Una vez que se desarrollen vehiculos adecuados para su uso en la clinica, aun quedan
otros obtdculos 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."**
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Figure 8. Estrategias terapéuticas desarrolladas en afos anteriores para prevenir el dafo causado por la lesién
por I/R hepdtica. Se ha intfroducido en la solucién UW una gran variedad de ingredientes tales como el andlogo
estable de la PGI2, un inhibidor de la p38 MAPK, donador de NO, antagonista del PAF, inhibidores de la
calmodulina, blogueadores de los canales de Ca?+, factores tréficos, inhibidores de la caspasa o la calpaina,
SAM, insulina, o FBP, con el objeto de reducir el dafo hepdtico causado por la isquemia fria. Se han realizado
terapias génicas basadas en la sobreexpresidon de SOD, catalasa, Bcl-2, Bag-1, un mutante de kB que actuaria
como inhibidor de NFkB, HO-1, IL-13 o un IL-1ra, asi como otras basadas en la reduccién de la expresion de
ICAM-1 para mejorar la lesién por reperfusion. También se han intentado tratamientos farmacolégicos tales
como la administracién de anti-TNF, cloroquina, clorpromazina, terapias antioxidantes usando tocoferol,
glutatién éster o alopurinol, dopamina, ATP-MgClz, adenosina, donadores de NO, L-arginina, anti-ICAM-1 o anfi-
P-selectina. Adicionalmente se han evaluado estrategias capaces de mimetizar los beneficios del PCI, tales
como el precondicionamiento quimico utilizando doxorrubicina, factor natriurético atrial u oxidantes. Ninguno
de estos tratamientos ha sido aplicado en la practica clinica. Sin embargo, recientes estudios clinicos sugieren
una posible efectividad del PCI en el frasplante hepdtico.

5.4 Estrategias quirurgicas

Diversas estrategias quirdrgicas han demostrado ser protectoras frente a la lesion por I/R hepatica,
tales como el shunt portosistémico, el clampaje intermitente o el precondicionamiento isquémico
(PCI)."*""'* Estas dos tltimas estrategias ademds se han aplicado en la practica clinica en pacientes
sometidos a hepatectomias, donde se han puesto de manifiesto sus efectos beneficiosos."**'*
Estudios llevados a cabo en modelos experimentales de I/R hepdtica donde se comparan ambas
técnicas quirdrgicas han demostrado que la aplicacion del PCI tuvo mayores -efectos

beneficiosos.'*!!%?
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A partir del momento en que se describid la efectividad del PCI, 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 hepética 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

, .. . . 30
supondria, por problemas de toxicidad o por los efectos secundarios descritos.

Las investigaciones acerca de la efectividad del PCI en modelos experimentales de I/R hepética han
sido la base para que esta estrategia quirtrgica sea la Unica que ha alcanzado su proyeccién en la
préctica clinica para reducir la lesién por I/R hepdtica normotérmica asociada con las resecciones
hepéticas de tumores, tanto en higados sanos como en esteatésicos.””>'*® Tomando en cuenta lo
anterior, asi como los datos clinicos mds recientes que sugieren una posible efectividad de este
procedimiento quirdrgico en el trasplante hepético, el PCI se abordard de manera més extensa en el

siguiente apartado.

6.E1 PCI

El PCI es una estrategia quirtrgica que protege los tejidos frente a la lesién por I/R y consiste en la
aplicacion de breves periodos de I/R antes de que el 6rgano sea sometido a una I/R prolongada.
Este fendmeno fue descrito por primera vez en corazén por Murry et al. en 1986 y posteriormente
ha demostrado ser un mecanismo eficaz en diferentes 6rganos como intestino, cerebro, musculo e
higado."””"** La aplicacién del PCI difiere entre los distintos érganos, de modo que en cada érgano
el efecto protector se consigue tras la aplicaciéon de diferentes ciclos de I/R, asi como también
difieren los tiempos de isquemia y de reperfusion empleados para realizar el PCI en los distintos
organos y en los distintos modelos experimentales evaluados. De este modo, mientras que en el
corazén se aplican varios ciclos de I/R, el efecto protector del PCI en el higado se consigue

mediante la aplicacién de un tnico ciclo de I/R."*'"*!

6.1 Bases moleculares del PCI

A pesar de que se han postulado diferentes hipdtesis, los mecanismos protectores por los que actia
el PCI no se conocen con exactitud. Las bases moleculares del PCI consisten en una secuencia de
eventos: una vez que se ha inducido el PCI, debe generarse rdpidamente una sefial que se traduce
en un mensaje intracelular conduciendo a la amplificacién del mecanismo de proteccién. Al igual
que ocurre en la lesion hepdtica por I/R, en la modulacién del dafo hepatico inducida por el PCI
existe una compleja interaccién entre diferentes tipos celulares.'*

Adenosina y NO

Varios trabajos en modelos de I/R normotérmica y trasplante hepatico han demostrado la
implicacién del NO y la adenosina en el efecto protector del PCL"’ De hecho, la ventana de
tiempo Optima que induce los efectos protectores del PCI en el higado es determinada por al
menos, dos factores: una concentracién de adenosina lo suficientemente elevada como para inducir
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la generaciéon de NO a través de la activacion de los receptores de adenosina A2, y una baja
concentracién de xantina para evitar los efectos perjudiciales de este metabolito.**" 1414 3
generacién del NO inducida por el PCI probablemente proviene de la NOSc, ya que la sintesis del
NO se ha observado minutos después de efectuarse el PCI, y ademds no se ha encontrado ninguna

diferencia en la actividad de la NOSi en animales sometidos a I/R hepética con o sin PCI previo.'*

Durante el breve periodo de isquemia del PCI 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
PCL'*® EI NO inhibe la adhesién de los neutréfilos al endotelio sinusoidal al inhibir la presencia de
moléculas de adhesion en el mismo, inhibe el efecto vasoconstrictor de las endotelinas y actiia

como secuestrador de RLO tales como el superéxido.'**">°

El papel de los receptores de adenosina A2 en el PCI ha sido demostrado mediante la
administracién de agonistas y antagonistas de los mismos, de modo que los agonistas reprodujeron
los efectos beneficiosos del PCI mientras que los antagonistas los suprimieron.'” Ademds diversos
estudios han demostrado la implicacién del NO en el PCI mediante la administracion de
inhibidores de su sintesis y de donadores de NO, que anularon y simularon respectivamente los
efectos beneficiosos del PCI en modelos animales de I/R normotérmica y trasplante
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hepético.

Vias de sefalizacion molecular

Estudios experimentales en hepatocitos aislados y en modelos experimentales de I/R indican que
durante el PCI tiene lugar la degradacion de ATP, generdndose adenosina. La adenosina se libera al
espacio extracelular y provoca la activacién de los receptores de adenosina A2, lo cual induce una
red de sefiales que incluye a las proteinas Gi, fosfolipasa C (PLC) y el fosfatidil inositol 3-quinasa
(PI3K), que son responsables de la activacién secuencial de la proteina quinasa C (PKC) y p38
MAPK. La liberacién de NO activa a la guanilato ciclasa (cG-S), lo cual también puede estimular
la p38 MAPK. Ademis, el PCI provoca la generaciéon de monofosfato de adenosina (AMP), lo cual
induce la activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK). Las sefales 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, la homeostasis
i6nica y la homeostasis del pH, asi como también de reducir el estrés oxidativo. El PCI a través de
la activaciéon de la AMPK, reduce la degradacién de ATP atenuando asi la acumulacién de
intermediarios glicoliticos y la produccién de lactato durante la isquemia sostenida. Los beneficios
del PCI sobre el estrés oxidativo podrian ser explicados por la induccién de antioxidantes, tales
como la SOD y las proteinas de choque térmico (HSPs), asi como también por el efecto del PCI
sobre el sistema xantina deshidrogenasa (XDH)/xantina oxidasa (XOD). El PCI reduce la
acumulacién de xantina durante la isquemia y previene la conversiéon de XDH a XOD, previniendo
los efectos dafinos de este sistema de generacion del RLO sobre el higado. Es posible que el NFxB
y factores de transcripciéon 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 PCI

también activan el factor de transcripcién HSF1, y su unién al elemento de choque térmico (HSE)
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situado en las regiones promotoras de los genes diana, induce la produccién de HSP27, HSP70 y
HO-1. La induccién de las HSPs reduce la unién nuclear a factores de transcripcion
proinflamatorios y aumenta la capacidad antioxidante de las células, lo cual podria disminuir la
formaciéon de TNF-a0 y atenuar la respuesta inflamatoria en los higados precondicionados. Las
HSPs también podrian contribuir a mejorar el potencial de membrana y el control respiratorio en la
mitocondria, permitiendo una recuperacion mds rapida del ATP en la reoxigenacién. Asimismo se
ha sugerido la posibilidad de que el PCI podria disminuir la transcripcién de genes como c-fos y c-
jun, protegiendo asi frente a la lesion por I/R hepdtica, y también se ha sugerido que el PCI a través
de activar el NFxB estarfa induciendo la activacion del STAT3, el cual estd implicado en la

hepatoproteccién y en la proliferacién celular.'**

Cabe mencionar que el papel del NFkB en los
efectos del PCI no esta totalmente esclarecido, puesto que por un lado hay trabajos en los que se ha
demostrado que durante el PCI se inhibe la activacién de NFkB y que su inhibicién es responsable

de algunos de los efectos beneficiosos del PCL;'®!

mientras que diversos autores defienden que es la
activacién del NFkB la que contribuye a los efectos beneficiosos del PCL'®*'®  Ademds de todas
estas vias de sefializacion celular implicadas en el PCI, también se ha indicado que el PCI puede
inducir la liberacion de una pequefia cantidad de RLO y de TNF-q, los cuales contribuyen al efecto

protector del PCL.'**'%

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

La modulacién de la respuesta inflamatoria a través del PCI se ha evidenciado en diferentes
modelos de isquemia hepética normotérmica y fria.'® El PCI reduce la acumulacién de neutréfilos
y la generaciéon de RLO y citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF e IL-1. Asimismo, el PCI
también mejora la perfusion sinusoidal y la disfuncién microvascular, tal y como se explica a

continuacion.

Acumulacion de neutréfilos y alteraciones en la microcirculacion

Se ha demostrado que parte del efecto protector del PCI esté relacionado con la modulacién de la
acumulacién de neutréfilos y de las alteraciones en la microcirculacién. El mecanismo por el cual
el PCI actda modulando la acumulacién de neutrdfilos en el tejido hepatico no se conoce con
exactitud. Se ha demostrado que el PCI 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 PCI. Hay estudios que sugieren que durante el
proceso de isquemia se dafian las células endoteliales, lo que facilita que los neutréfilos tengan
libre acceso al tejido hepdtico, sin la necesidad de la expresion de moléculas de adhesion. Segin
esta teoria, es posible que el PCI pueda reducir la acumulacién de neutréfilos mediante la reduccion

del dafio endotelial.'®!'6%172

En modelos experimentales de trasplante hepdtico, los injertos sometidos a PCI muestran una
mejoria en el flujo sanguineo tras la reperfusion. De forma similar, los efectos beneficiosos del PCI
sobre la microcirculacién también se han observado en modelos de isquemia hepética
normotérmica. Diversos estudios han sugerido que el PCI, mediante la generacién de NO, que tiene

efectos vasodilatadores, puede contrarrestar la vasoconstriccion producida durante la I/R debido a
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la liberacion de mediadores inflamatorios como la ET y contribuir de este modo a mejorar las

. . . <, . ] 173-175
alteraciones en la microcirculacién asociados a la I/R hepatica.

Estrés oxidativo y citoquinas

El PCI es capaz de disminuir el estrés oxidativo asociado a la I/R hepadtica, ya sea preservando la
estructura mitocondrial o bien, modulando la activacién de las células de Kupffer.”é'177 Los
beneficios del PCI frente al estrés oxidativo pueden ademds ser explicados por la induccién de
antioxidantes como la SOD y las HSPs, y también por la accién del PCI sobre el mecanismo de la
X/XOD.

El PCI regula el sistema generador de RLO, X/XOD en isquemia hepdtica normotérmica y en
trasplante hepdatico experimental. Actda reduciendo la acumulacién de xantina durante la isquemia
y previniendo la conversién 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 PCI, confirman estas observaciones.”* % Los beneficios del PCI no sélo se
han observado a nivel de pro-oxidantes, sino que existen estudios que demuestran que esta
estrategia quirdrgica es capaz de evitar la degradacion o inactivacién de mecanismos antioxidantes
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que tienen lugar durante la isquemia. = De este modo, el PCI preserva los niveles de GSH en

higado durante el proceso de isquemia y también durante la reperfusién.'”*'

En relacién a las citoquinas, el PCI inhibe la activacién de las células de Kupffer, reduciendo de
esta forma la liberacién de citoquinas asociadas a la I/R hepatica."”” "' Existen trabajos que
demuestran también la influencia del PCI sobre la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como

el TNF-a y la IL-1 en procesos de I/R normotérmica.'®"'8%!%3

Apoptosis y necrosis

La combinacién de los efectos inducidos por el PCI anteriormente mencionados disminuye la
susceptibilidad a la apoptosis y/o necrosis en respuesta a la lesién por I/R. En este sentido, se ha
demostrado que el PCI reduce la muerte celular por apoptosis de los hepatocitos tras la reperfusion
disminuyendo los niveles de TNF-o y modulando la via de las caspasas.”™'"**'® De la misma
manera, el PCI reduce el nimero y la extensién de las dreas de necrosis en el tejido hepatico tras

una I/R hepitica.'”'*

En la Figura 9 se muestran algunos de los principales mecanismos implicados en el efecto
protector del PCI.
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Figura 9. Mecanismos involucrados en los beneficios del precondicionamiento isquémico sobre el dafo por I/R
hepdtica.

6.3 Aplicacion clinica del PCI

Los beneficios del PCI observados en modelos experimentales de isquemia hepética normotérmica
y fria crearon la necesidad de ensayos clinicos de PCI. A la fecha, el PCI ha sido exitosamente
aplicado en resecciones hepdticas en humanos tanto en higados no esteatdsicos como
esteatGsicos.'** Clavien y colaboradores realizaron el primer estudio clinico, analizando el PCI en
cirugia hepdtica humana. El PCI consisti6é en 10 minutos de oclusién del flujo portal y 10 minutos
de reperfusion. El PCI protegié frente a la lesién hepdtica y este efecto fue mds evidente en
pacientes con esteatosis de grado leve a moderado. Este efecto protector se perdié en pacientes de
60 afios y fue méximo en los pacientes mas jévenes."*® Posteriormente, Chouker y colaboradores
observaron que la aplicacién del PCI en resecciones hepéticas, ademds de reducir los pardmetros de
lesion hepdtica, conllevé a una mayor estabilidad hemodinamica tras la reperfusién con respecto al
grupo no precondicionado."’ Adicionalmente, Li y colaboradores demostraron el efecto
beneficioso del PCI en pacientes con cirrosis sometidos a hepatectomias observando un riesgo
1" v por

ultimo, Nuzzo y colaboradores también evidenciaron beneficios del PCI en resecciones hepaticas
9

disminuido de insuficiencia hepdtica y tiempos mdas cortos de estancia en el hospita
con tiempos de oclusién del flujo sanguineo més largos que los empleados en estudios anteriores.'®

En el trasplante hepatico, el beneficio del PCI aun estd bajo evaluacién. Aunque algunos estudios
clinicos realizados sobre la aplicacién del PCI en el trasplante hepético han indicado que el PCI
reduce los niveles de transaminasas postquirtrgicas, marcadores de muerte celular y la inflamacion,
la mayoria de estos estudios no lograron demostrar beneficios clinicos con respecto a los pacientes
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o a la superviviencia del injerto. Ademds, otros estudios clinicos han observado efectos adversos
del PCI en el trasplante hepético. Azoulay y colaboradores fueron los primeros que demostraron en
efecto protector del PCI en el trasplante hepdtico sefialando que el PCI basado en 10 minutos de
isquemia fue asociado con una mejor tolerancia a la isquemia; sin embargo, esto fue a costa de una
disfuncién hepitica temprana.'” Jassem y colaboradores concluyeron que 10 minutos de PCI es
efectivo para proteger los injertos hepdticos frente a la isquemia fria, reduce la respuesta
inflamatoria y resulta en una mejor funcién del injerto."" Cescon y colaboradores mostraron que 10
minutos de isquemia seguidos de 15 minutos de reperfusién no afecta la viabilidad del injerto y
tiene un impacto positivo en los niveles de transaminasas postquirirgicas, aunque no modifica
otros pardmetros clinicos.'”> Amador y colaboradores indicaron que el PCI disminuye las enzimas
hepéticas postquirirgicas y mejora significativamente los marcadores bioquimicos de
funcionalidad hepética.'” A diferencia de los estudios anteriores, Koneru y colaboradores
observaron que los higados de donantes sometidos a un PCI con 5 minutos de clampaje de los
vasos hepaticos no mostraron respuesta al PCI, concluyendo que tal vez el tiempo de PCI utilizado
fue demasiado corto para inducir proteccién.'” Dos afios mds tarde, el mismo grupo de
investigadores realizé un siguiente estudio clinico en trasplante hepatico aplicando 10 minutos de
PCI a los donantes de higado y encontraron un efecto paraddjico del PCI, ya que observaron
mayores niveles de transaminasas en los higados precondicionados, y sin embargo se redujo la tasa
de rechazo y disfuncién hepitica.'” Como resultado de todos los estudios anteriores, actualmente
se desconoce si el PCI puede ser aplicado de forma rutinaria en la clinica del trasplante hepatico.
Asi pues, son necesarios posteriores estudios clinicos multicéntricos y aleatorios que incluyan un
mayor nimero de donantes y receptores para confirmar si el PCI es apropiado para el trasplante

hepitico en la practica clinica.'*>"

6.4 PCI y esteatosis hepatica

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los higados esteatdsicos son especialmente
susceptibles a la lesiéon por I/R asociada a la cirugia hepatica, como las resecciones o el trasplante
hepético. Se ha evidenciado que el PCI es capaz de proteger los higados esteatdsicos frente al dafio
por I/R en estudios de I/R normotérmica en distintos modelos de higado esteatdsico, asi como en
pacientes con esteatosis hepdtica sometidos a hepatectomia.****'"* Estudios realizados en modelos
experimentales de isquemia normotérmica en higados esteatdsicos han indicado que el PCI a través
de la generaciéon de NO disminuy6 la lesién hepdtica y aumentd la supervivencia frente a un
proceso de I/R reduciendo el estrés oxidativo, la acumulacién de neutréfilos, las alteraciones en la
microcirculacién y modulando la liberacién de citoquinas tales como la IL-10 y la IL-1B.**'®
También se ha demostrado que en las mismas condiciones experimentales, el PCI contribuye a una
mejor preservacion y reestablecimiento de los niveles de ATP tras la reperfusion en este tipo de
higado.”” Adicionalmente se ha descrito que el PPARa, adiponectina,”* las MAPKs p38 y JNK,
HSP72, HO-1, PKC.* IL-6, y los factores de transcripcion STAT3, NFkB, proteina activadora 1
(AP-1),"7 estarfan implicados en las vias de sefializacién molecular responsables de los efectos
beneficiosos del PCI sobre la lesion por I/R normotérmica en higados esteatdsicos (Figura 10).

En lo que respecta al trasplante hepatico, los beneficios del PCI para reducir la vulnerabilidad de
los higados esteatdsicos a la lesién por I/R asociada al trasplante han sido reportados en diferentes
estudios experimentales de trasplante hepdtico.'*"*'**!"® 1 os resultados obtenidos en modelos



Introduccion 51

experimentales han indicado que el PCI, mediante la produccién de NO, redujo la formacién de
RLO y la acumulaciéon de neutrdfilos en injertos esteatdsicos sometidos a trasplante hepatico,
protegiendo asi frente al dafio hepatico inducido por I/R.'® También se ha observado que el PCI

159 Recientemente se ha realizado el

induce la sintesis de NO a través de la activaciéon de la AMPK.
primer estudio que ha evaluado el uso del PCI en higados marginales sometidos a trasplante, entre
los cuales se incluyeron algunos injertos esteatdsicos. En dicho estudio se ha demostrado un papel
protector del PCI en injertos marginales ya que redujo la lesién hepatica y aument6 la
funcionalidad.'” Estos resultados sugieren que el PCI tiene el potencial de aumentar el nimero de

higados marginales aptos para trasplante.
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Figura 10. Mecanismos implicados en el efector protector del precondicionamiento isquémico en la lesidn por
I/R en higados esteatdsicos.

Como se ha mencionado anteriormente, en los préximos afios se espera un aumento en la
prevalencia de esteatosis hepatica en la cirugia hepatica. Por ello es evidente la necesidad de
disponer de estrategias que sean efectivas para reducir la lesion por I/R en higados esteatdsicos. En
este sentido, el PCI ha demostrado ser efectivo en la clinica para proteger a los higados esteatdsicos
en isquemia normotérmica,"*® y actualmente empiezan a aparecer los primeros resultados que
indican que los mismos efectos beneficiosos del PCI pueden producirse en el trasplante de injertos
hepéticos esteatésicos.'” Aun asi, sigue existiendo la necesidad de realizar posteriores
investigaciones que permitan obtener resultados concluyentes acerca de la aplicacion del PCI en el
trasplante hepdtico, y que ello conduzca a que esta técnica quirdrgica pueda ser una estrategia util
y rutinaria en la practica clinica para reducir la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico de
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injertos esteatdsicos. Asi pues, el primer paso de estas investigaciones seria realizar estudios mds
exhaustivos a nivel experimental acerca de los mecanismos protectores del PCI en higados
esteatdsicos sometidos a trasplante.

6.5 Precondicionamiento farmacolégico y su aplicacion clinica

El precondicionamiento farmacoldgico consiste en la administracién de sustancias que puedan
mimetizar los efectos del PCI. En un reciente ensayo clinico, en 64 pacientes sometidos a cirugia
hepética en condiciones de isquemia, se aplicé 30 minutos de precondicionamiento farmacolégico
con sevofluorano o anestesia con propofol. El precondicionamiento con sevofluorano redujo la
lesion hepética y la incidencia de complicaciones postquirdrgicas. En dicho estudio se sugiri6 la
sobre-regulacién de la NOSi como el potencial mecanismo implicado en este efecto. Ademads, al
igual que sucede con el PCI, el efecto beneficioso del sevofluorano fue més evidente en pacientes
con esteatosis hepatica.””

El inhibidor sintético de proteasas mesilato de gabexate ha sido evaluado en un estudio aleatorio
con pacientes sometidos a cirugia hepatica. Su aplicacion intravenosa antes de la reseccién hepatica
disminuy6 los marcadores del dafio hepitico y los niveles plasmaticos de IL-6."' Un efecto similar
se demostré en un ensayo clinico que analizé el efecto de la administracién pre-quirdrgica de
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metilprednisolona.

El precondicionamiento intraoperativo con 4cido alfa lipoico también redujo
los marcadores de dafio hepético ocasionados por oclusiéon del flujo sanguineo durante la

reseccion.”®

En lo que respecta al trasplante hepético, la administracién de metilprednisolona mejord
significativamente el dafio por I/R y disminuyé la incidencia de rechazo agudo.”** En otro estudio,
la administracion sistémica pre-quirdrgica de timoglobulina disminuy6 el dafio por I/R después del
trasplante hepético.”” Por otro lado, debe mencionarse que ninguno de estos ensayos clinicos han

evaluado los efectos del precondicionamiento farmacoldgico en injertos hepdticos esteatdsicos.

6.6 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 préctica clinica del trasplante hepatico con injertos
esteatdsicos. Aunque se han intentado estrategias terapéuticas basadas en la modulacién de
citoquinas, NO, RLO o de otros mediadores puntuales implicados en la lesion por I/R hepatica,
ninguna de ellas ha tenido su aplicacién a nivel clinico.” En este sentido, actualmente se buscan
nuevas dianas terapéuticas que sean capaces de modular la lesién por I/R hepdtica induciendo la
activacion de varias vias de sefalizacion molecular y que no estén solamente enfocadas en inhibir
un tipo especifico de mediador implicado en la lesién por I/R hepdtica. Estas nuevas dianas de
accion terapéutica podrian generarse a partir de las investigaciones encaminadas al estudio de los
mecanismos bioquimicos y moleculares subyacentes al PCI en modelos experimentales de higados
esteatdsicos sometidos a trasplante hepdtico. De esta manera, las estrategias terapéuticas basadas en
la modulacién de dichas dianas podrian mimetizar o aumentar la efectividad del PCI para reducir la
lesién por I/R asociada al trasplante hepético en higados esteatdsicos y con ello conducir a futuras
aplicaciones clinicas y rutinarias del PCI en el trasplante hepético. Ademds de lo anterior, las
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estrategias terapéuticas asi disefiadas podrian ser de interés tomando en cuenta que puede haber
casos en los que no sea posible o sea muy dificil la aplicacién del PCI. Asi pues, se tendrian
estrategias tanto quirdrgicas como farmacoldgicas que al aumentar la tolerancia de los higados
esteatdsicos a la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico, minimizarian en consecuencia el
riesgo inherente de disfuncién o fallo que sufren los higados esteatdsicos al ser trasplantados. Esto
repercutird favorablemente en la prictica clinica en una mayor disponibilidad de injertos hepaticos
para trasplantar y consecuentemente en la disminucioén en las listas de espera.

7. El Sistema Renina-Angiotensina

7.1 Introduccién

El sistema renina angiotensina (RAS) comenz6 en el rifion. La renina fue descubierta en este
organo por Tigerstedt y Bergman hace 100 afios. Cincuenta afios mds tarde, la accién de la renina
en la circulacion fue clarificada considerablemente cuando se determinaron las estructuras de la
Angiotensina I (Ang I) y la Angiotensina II (Ang II). El RAS ha sido tradicionalmente considerado
como un sistema endocrino encargado de regular la presion sanguinea y la homeostasis del sodio.
Su precursor, el angiotensindgeno, es sintetizado en el hepatocito y liberado a la circulacién donde
se transforma a Ang I (péptido que no tiene efectos bioldgicos) por accidn de la renina, una enzima
proteolitica sintetizada en el aparato yuxtaglomerular del rifion. La Ang I se convierte a Ang II por
la accién de la enzima conversora de la angiotensina (ACE). La ACE estd presente en varios
tejidos, pero es muy abundante en células endoteliales. La Ang II es el principal efector del sistema
RAS y una vez que se ha formado sirve como una sustancia vasopresora circulante con otras varias
funciones tales como estimular la liberacién de aldosterona de las gldndulas adrenales. Para ejercer
estas funciones endocrinas, la Ang II actia sobre dos receptores principales, el receptor de la Ang
IT de tipo 1 (AT1R) y el receptor de la Ang II de tipo 2 (AT2R) (Figura 11). La mayoria de los
efectos conocidos de la Ang II son atribuibles al AT1R. Por otra parte, se ha reportado que la unién
de la Ang I al AT2R contrarresta los efectos mediados a través del ATIR a corto y largo plazo,
desempefiando asi una funcién protectora.’”®

Durante varias décadas el papel del RAS se ha centrado casi exclusivamente en la regulacion de la
presion arterial. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que numerosos tejidos y 6érganos
generan localmente los componentes del RAS vy sintetizan Ang II, la cual actia frecuentemente a
través de un mecanismo de regulacién autocrino o paracrino. Estos tejidos y érganos son, por
nombrar sélo algunos, el cerebro, el corazén, la médula d6sea, el tejido adiposo, el higado y el
pancreas. Las investigaciones en este sentido han formado la base del concepto del RAS local
independiente. Se ha demostrado que este RAS local responde a diversos estimulos de importancia
fisiologicos y fisiopatolégicos. Ademds, los péptidos de angiotensina generados localmente
exhiben multiples y nuevos efectos, tales como anti-proliferacién, apoptosis, generaciéon de RLO,
secrecién hormonal, pro-inflamatorios y pro-fibrogénicos, asi como también efectos de
vasoconstriccién y vasodilatacion.****” A pesar de las nuevas funciones de la Ang II en los
diversos tejidos y 6rganos, el significado fisioldgico y la relevancia clinica siguen estando sin
definir.
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7.2 Nuevos aspectos del RAS

El eje principal del RAS, en la que la Ang II y su enzima formadora jugaban un papel primordial,
ha sido cuestionado durante los dltimos afios. Aunque la Ang II desempefia un papel clave en la
biologia del RAS, no es el tnico péptido bioldgicamente activo producido por este sistema dentro
de los tejidos. Los nuevos descubrimientos en el campo del RAS sugieren a un péptido de

angiotensina conocido como angiotensina 1-7 [Ang (1-7)], como un potente efector endégeno del
RAS.*®

Ademds de ser un sustrato para la produccién de la Ang II, la Ang I puede también convertirse en
el heptapéptido Ang (1-7) por accién de una endopetidasa neutral. Alternativamente, la Ang (1-7)
puede producirse directamente a partir de la Ang II por accién de la recientemente descubierta
enzima conversora de la angiotensina 2 (ACE2). Con menor eficiencia, la ACE2 también puede
formar Ang 1-7 a partir de la hidrdlisis de la Ang I para producir angiotensina 1-9 [Ang (1-9)], la
cual subsecuentemente genera Ang 1-7 gracias a la accién de la ACE. La ACE2 se expresa en el
corazén y en el endotelio. La Ang (1-7) es un ligando endégeno para el receptor Mas, el cual
parece mediar la mayorfa de las acciones bioldgicas de la Ang (1-7) (Figura 11). El RNAm del
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receptor Mas se ha detectado en corazén, rifién y cerebro.”®”

La Ang (1-7) tiene efectos vasodilatadores y anti-proliferativos. Asi pues, las investigaciones en
este sentido apuntan a un papel prometedor del eje formado por ACE2, Ang (1-7) y el receptor
Mas, el cual induce efectos opuestos a aquellos provocados por el eje clasico ACE, Ang Il y los
ATIR/AT2R. El bloqueo que ejerce la Ang (1-7) sobre la vasoconstriccidon inducida por la Ang II
puede ser lograda a través de diferentes vias: (1) por antagonismo de los receptores AT1, (2) por
induccién en la liberacion de NO u otros factores vasodilatadores (tales como la prostaglandina
PGL), o (3) afectando otros péptidos biolégicamente activos, tales como la bradiquinina.*”® Por
otro lado, las acciones antiproliferativas de la Ang (1-7) cursan a través de una regulacién de la
actividad de la ERK1/2.*"

La importancia patofisiolégica de la Ang 1-7 o de cualquier otro de los péptidos producidos por el
RAS depende de 3 factores: (1) la abundancia, la distribucion tisular, la afinidad, y la eficiencia
catalitica de las enzimas que producen el péptido; (2) la abundancia del sustrato para la reaccién
enzimatica; y (3) la presencia y afinidad de los receptores del péptido en cuestion. Por lo tanto,
quizds podria visualizarse el RAS como una cascada en la que cada péptido podria unirse a un
receptor, o bien se convierte en otro producto, en funcidén de los factores antes mencionados.
[Nustrando lo anterior, la concentracién de Ang II y Ang (1-7) en una situacion fisioldgica o
patofisioldgica determinada es regulada a través de un mecanismo de retroalimentacién en el cual
tanto la ACE como la ACE2 juegan un papel critico. Asi pues, a través de la accidn catalitica de la
ACE, la Ang II se forma a partir del sustrato Ang I. La ACE2, puede entonces actuar sobre la Ang
II para producir Ang (1-7). A su vez, la ACE actda entonces sobre la Ang (1-7) para producir
angiotensina 1-5 [Ang (1-5)]. Asi pues, es dificil predecir el resultado de las acciones entre los
componentes vasoconstrictores-proliferativos 'y vasodilatadores-antiproliferativos del RAS.
Experimentos clinicos y fisioldgicos apoyan esta hip6tesis. La inhibicion del ACE disminuye la
produccién de Ang Il y aumenta la Ang (1-7) a causa de: (1) la generacién de Ang (1-7) a partir de



Introduccion 55

los niveles elevados de Ang I; y (2) la inhibicién del metabolismo de la Ang (1-7) a causa de la
accién del ACE.”'*>*"

Las investigaciones iniciales sobre la Ang (1-7) se han centrado principalmente en el corazdn y los
vasos sanguineos. La Ang (1-7) mejora en la funcién cardiaca, revierte la arritmia inducida por la
lesion por reperfusion, restaura la contractilidad cardiaca después de un infarto al miocardio y
protege frente a la disfuncién cardiovascular inducida por diabetes. Sin embargo, investigaciones
mas recientes indican que los efectos protectores de la Ang (1-7) no se limitan al corazén, ya que
ejerce efectos beneficiosos en hipertension, enfermedad renal, preeclampsia y cancer.”'’ En el caso

del higado, se ha sugerido que la Ang (1-7) desempeifia un papel protector en la fibrosis hepatica.*"*

Angiotensindgeno
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Figura 11. Cascada simplificada del Sistema Renina Angiotensina.

7.3 El RAS y la lesion por I/R hepatica.

Estudios recientes implican a la Ang II en la lesién por I/R hepatica. La administracion de farmacos
bloqueadores de la accién de la Ang II (inhibidores de la ACE o antagonistas de los ATIR y
AT2R) protegen a los higados esteatésicos y no esteatdsicos frente a la lesiébn por I/R
normotérmica. En el caso de los higados no esteatdsicos, se han descrito algunos de los
mecanismos implicados en las acciones pro-inflamatorias de la Ang II en higados no esteatdsicos
tales como el estrés oxidativo, citoquinas pro-inflamatorias y acumulacién de neutrdfilos; por otro
lado, se sabe muy poco acerca de los mecanismos de sefalizacién implicados en las acciones

perjudiciales de la Ang II en higados esteatésicos sometidos a I/R normotérmica. >"*"

En el contexto de la I/R fria asociada al trasplante hepatico, se ha demostrado la efectividad de un

inhibidor de la ACE para reducir el dafio hepatico por I/R en higados no esteatdsicos.”'” Los efectos
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beneficiosos de dicho tratamiento farmacoldgico estuvieron asociados con una mejora en la
microcirculacién hepdtica y una disminucién de las interacciones entre leucocitos y células
endoteliales. Los inhibidores de la ACE son ampliamente utilizados en la practica clinica.””” **' Sin
embargo, se han evidenciado casos de hepatotoxicidad y problemas biliares después de
tratamientos que implican la inhibicién de la ACE.***** Por otra parte estudios previos han
indicado que el losartdn, un antagonista de los receptores AT1, es tan efectivo como el captopril en
lo que respecta a sus efectos cardiovasculares, pero con menores efectos colaterales adversos.”**
Asi pues, los antagonistas de los receptores de la Ang II tal vez podrian ser una estrategia
farmacoldégica més segura que los inhibidores de la ACE para proteger contra el dafio por I/R
asociado al trasplante hepdtico. El efecto de antagonistas de los receptores de la Ang II en el

trasplante de hepatico de injertos esteatdsicos y no esteatdsicos no ha sido investigado.

En relacion al eje ACE2-Ang (1-7)-Mas recientemente descrito, hasta la fecha no existe ningin
dato sobre la implicacién de este sistema en la lesion por I/R hepdtica. Sin embargo, teniendo en
cuenta que la Ang (1-7) tiene efectos sobre el ATIR y el NO,”® y que tanto el ATIR como el NO
estdn involucrados en la lesién por I/R hepdtica normotérmica en higados esteatésicos y no

83,215

esteatdsicos, es posible considerar que la Ang (1-7) esté desempafnando un papel en la lesién

por I/R hepética asociada al trasplante hepatico de injertos esteatdsicos y no esteatdsicos.

7.4 El RAS y el PCI

Es conocido que la inhibicién de los receptores AT1 reduce la lesién por I/R en miocardio y
aumenta la proteccién ejercida por el PCL**** Se sabe ademds que la bradiquinina est4 implicada
en los beneficios del PCI en miocardio.””’” También se ha descrito que el NO, uno de los
mediadores claves del efecto protector del PC en I/R hepética, tiene efectos sobre el RAS. En
corazén, el NO reduce la activacién del receptor AT1 e inhibe la secrecién de Ang I1.**** Por otro
lado, debe mencionarse también que existen controversias acerca del papel del RAS en los
beneficios del PCI, ya que otros estudios en corazon indican que la inhibicién de los receptores
AT elimina la proteccién del PCI, e incluso que la administracién de Ang II mimetiza los efectos
beneficiosos del PCL>**!

En higado unicamente existe un estudio que ha evaluado la implicacion del RAS en los
mecanismos protectores del PCI. En dicho estudio se ha descrito que el PCI, a través de la
inhibicion de la IL-1, reduce Ang II en higados esteatdsicos sometidos a I/R hepética
normotérmica, pero esto no sucedié asi en higados no esteatésicos. La reduccién de Ang II
observada en higados esteadsicos fue asociada con generacion de bradiquinina y con un aumento

en la expresién del Receptor activador de la proliferacién de peroxisomas gamma (PPARy).>"

Considerando que los mecanismos de sefializacién involucrados en los efectos protectores del PCI
en higado son diferentes dependiendo de si se trata de I/R normotérmica o de I/R fria, no se sabe si
el RAS estaria desempefiando un papel en el PCI en trasplante hepatico. En este sentido, las
investigaciones encaminadas a estudiar la implicacién del RAS en la fisiopatologia de la lesion por
I/R en higados esteatdsicos sometidos a trasplante hepético, asi como su implicaciéon en los
mecanismos del proteccion del PCI en las mismas condiciones quirdrgicas, podrian sentar las bases

para que el PCI pueda tener nuevas aplicaciones en la clinica del trasplante hepético; asi como
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para establecer nuevas estrategias terapéuticas basadas en tratamientos farmacoldgicos que
mimeticen o aumenten los efectos protectores del PCI y que por lo tanto sean de utilidad para
aumentar la tolerancia de los injertos esteatdsicos sometidos a trasplante hepatico, contribuyendo
asi a aumentar el nimero de higados disponibles para trasplantar.

8. La proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP4) y el PPARy

8.1 El RBP4 y la lesion por I/R hepatica

El término “ adipoquina” o “adipocitoquinas” (citoquinas del tejido adiposo) comprende a factores
polipeptidicos, los cuales son producidas mayoritariamente en el tejido adiposo. Ademds de los
adipocitos, el tejido adiposo estd compuesto del estroma que incluye macréfagos, fibroblastos y
monocitos que se han infiltrado, los cuales contribuyen a la produccién de adipocitoquinas. En los
dltimos 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, inflamacién y fibrosis.”** Por lo tanto, es posible que las
adipocitoquinas puedan estar implicadas en la vulnerabilidad de los higados esteatdsicos a la lesién
por I/R. Esto derivaria en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de utilidad para reducir la
lesion por I/R en el trasplante de injertos hepaticos esteatdsicos.

El RBP4 es una adipocitoquina sintetizada en el higado, cuya funcién conocida es transportar
retinol en la circulacién. Sin embargo, el papel del RBP4 en el higado es en gran parte
desconocido.”***° Desde el descubrimiento del RBP4 en 1992, diversos estudios han demostrado
que los niveles de RBP4 estdn elevados en diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares e
inflamacién.”**%*** Existe una correlacién positiva entre altos niveles circulantes de RBP4 e
infiltracién grasa en higado, tanto en modelos experimentales como en humanos.”*****' Los
niveles circulantes de RBP4 estan elevados cuando el higado sufre un dafio, debido a que el higado

es la principal fuente generadora de esta adipocitoquina.**'

Diversos trabajos en la literatura se han centrado en investigar los mecanismos de accién del RBP4
en diferentes patologias. Se ha descrito que el RBP4 por si mismo puede ejercer efectos pro-
inflamatorios a través de alterar la producciéon de otras adipocitoquinas o citoquinas
inflamatorias.>********* A titulo de ejemplo, aumentos en los niveles plasmaticos de RBP4
observados en pacientes obesos, estdn asociados con aumentos en marcadores inflamatorios como
el TNF y MCP-1.>** Ademis el RBP4 afecta la generacién de adiponectina en pacientes obesos y
en determinadas patologias como la diabetes.”* Notoriamente, el TNF, MCP-1 y la adiponectina
son mediadores implicados en la lesién por I/R hepitica.™

Teniendo en cuenta estas observaciones, se puede considerar la posibilidad de que los injertos
hepaticos esteatdsicos al ser sometidos a trasplante generen RBP4, y que esta adipocitoquina sea
responsable de la vulnerabilidad que presenta este tipo de higados a la lesién por I/R asociada al
trasplante hepdtico. Hasta la fecha, la posibilidad de que la reduccién de los niveles de RBP4
podria proteger a los higados esteatdsicos frente a la lesion por I/R asociada con el trasplante no ha
sido evaluada. Existen diferentes trabajos encaminados a modular farmacolégicamente la accién
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del RBP4. La administracién de fenretinida ha sido efectiva como tratamiento en diabetes de tipo 2
ya que ha logrado reducir los niveles plasmaticos de RBP4.%*® Otra posibilidad farmacoldgica para
bloquear la accién del RBP4 consistiria en la administracién de anticuerpos anti-RBP4 o en
terapias basadas en interferencia del RNA del RBP4. Los anticuerpos anti-RBP4 tinicamente se han
utilizado in vitro,** y se desconoce si estos anticuerpos pueden llegar en concentraciones éptimas y
en el momento adecuado al lugar de accién para que ejerzan su efecto sobre el RBP4. Por el otro
lado, no hay estudios acerca de la eficacia del tratamiento con siRNA de RBP4 in vivo, pero podria
tener interés teniendo en cuenta que estas terapias génicas basadas en la interferencia del RNA
pueden cumplir criterios necesarios para su posible utilizacion clinica, tales como especificidad en
los efectos de silenciamiento y eficacia in vivo.'” Por otra parte, se tendria que evaluar la
transfeccion génica de estos siRNA de RBP4 ya que en muchos casos cuando se utiliza una terapia
génica,”>'"**'* se ha de pre-tratar al donante al menos 24 horas antes de su extraccién e
implantacidn en el receptor para conseguir una transfeccién génica eficaz en el injerto, lo cual tiene

sus limitaciones en la préctica clinica.

8.2 Los receptores activadores de la proliferacion de peroxisomas (PPARs) y la lesion
por I/R hepatica

Los peroxisomas son orgdnulos subcelulares del hepatocito que contienen una bateria de enzimas
antioxidantes que protegen los hepatocitos del dafio por oxidantes. La proliferaciéon de los
peroxisomas en los hepatocitos es inducida, al menos en parte, por la activacién de los PPARs.**
Los PPARs pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares hormonales o factores de
transcripcion dependientes de ligandos. Cuando se activan, estos factores de transcripcion ejercen
varias funciones en el desarrollo y el metabolismo. Después de que el PPAR es activado por
ligandos, sufre cambios conformacionales especificos que permiten el reclutamiento de una o més
proteinas coactivadoras. Los ligandos difieren en su habilidad para interactuar con los
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coactivadores, lo cual explica las variadas respuestas bioldgicas observadas.

La superfamilia del PPAR consiste de tres miembros PPARa, PPARB/S y PPARy. Se ha descrito
que el PPARa y el PPARy desempeiian un papel en la inflamacién.**® Los pocos resultados que hay
sobre el papel de estos factores de transcripcion en I/R hepatica no son concluyentes. Por ejemplo,
en el caso del PPARa existen dos estudios realizados en isquemia hepdtica normotérmica parcial de
90 minutos en higados no esteatdsicos, en los cuales la administracion de un agonista especifico del
PPARa redujo el dafio hepatico inducido por I/R.**** Otro estudio indicé que el PPARa no
desempefia un papel crucial en el dafio por I/R en higados no esteatdsicos sometidos a 60 minutos
de isquemia normotérmica parcial.** En cuanto a la relevancia del PPARy en la lesién hepitica por
I/R en higados no esteatdsicos, existen diferentes resultados acerca del efecto de la administracién
de agonistas del PPARY frente al dafio hepitico inducido por la I/R normotérmica parcial.****** En
el caso de los higados esteatdsicos, el pretratamiento con agonistas del PPARa o del PPARYy, asi
como también la induccién de PCI a través de la sobre-expresion de PPARa o PPARY, protege
este tipo de higados frente a la lesién inducida por I/R normotérmica.>*" El papel de los PPARs

en el trasplante hepético de injertos esteatdsicos aun no ha sido identificado.
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8.3 Relacion entre RBP4 y PPARY

Se ha descrito que existe una relacion entre el PPARy y el RBP4 en el tejido adiposo de ratones y
en sujetos diabéticos.”**>*** Apoyando lo anterior, se ha reportado ademés que los agonistas del
PPARY pueden prevenir determinadas patologias como la diabetes de tipo 2 a través de regular
dianas moleculares del RBP4 como son la adiponectina y TNF.>>*%

Hasta la fecha, no existen datos respecto a la capacidad del PCI de modificar los niveles de RBP4
en higados sometidos a I/R. Sin embargo, esta posibilidad no deberia ser descartada, ya que
estudios previos realizados por nuestro grupo sugieren que el PCI es capaz de actuar sobre las
dianas moleculares del RBP4, como la adiponectina y el TNF en I/R hepitica normotérmica.®>'®
Por otra parte, se ha descrito que el PCI ejerce sus efectos beneficiosos en higados esteatdsicos
sometidos a I/R normotérmica a través de aumentar la expresion del PPARy.*" Asi pues,
considerando todo lo anteriormente descrito en este apartado, cabe la posibilidad de que el PCI esté
modulando tanto al RBP4 como al PPARY, y que ambos estén relacionados en la lesién por I/R

asociada al trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos.



