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RESUMEN

En la practica clinica, el trasplante de higado supone una de las pocas
soluciones a enfermedades hepaticas en estado terminal. Multitud de personas
fallecen esperando un injerto hepatico debido a la escasez de drganos. Actualmente,
entre el 70 y el 80% de los 6rganos disponibles para trasplante proceden de donantes
con muerte cerebral (BD), lo que reduce la tolerancia de estos injertos a la lesién por
isquemia-reperfusion (I/R), reduciendo la viabilidad de los mismos. La falta de 6rganos
disponibles, ha derivado en la utilizacion de higados denominados “injertos de criterio
extendido” para el trasplante, como los que presentan esteatosis (50% de los injertos
procedentes de donantes con BD). La presencia de esteatosis hepatica se considera un
factor de riesgo para el éxito en la cirugia de trasplante ya que estaria afectando a los
resultados post-operatorios. Esta condicidén es cada vez mds prevalente en la sociedad
y puede ser debida a varios factores como la dieta o el consumo abusivo de alcohol.
Este ultimo factor, estaria también causando un gran nimero de patologias hepaticas
gue se engloban dentro de las ALD (enfermedad hepatica relacionada con el consumo
de alcohol), lo que estaria también afectando a la viabilidad de los injertos segun los
datos de la ONT (Organizacidon Nacional de Trasplantes). En la presente tesis hemos
establecido que: (a) el tratamiento con emulsiones lipidicas protege a los injertos
esteatdsicos de donantes con BD frente a la lesidon por isquemia-reperfusién e
inflamacién; (b) la neuregulina-1 enddgena estaria ejerciendo efectos beneficiosos
frente al dafio inducido por I/R en el TH con injertos procedentes de donantes con BD
mediante las vias NRG1-PAK1-VEGFA (injertos no esteatdsicos) y NRG1-PAK1-IGF1
(injertos esteatésicos); y (c) la GH protege a los injertos con ALD procedentes de DBDs
antes de su extracciéon mediante el aumento en la expresion de VEGFB y de VEGFA en
el intestino. Los resultados derivados de la presente tesis son de interés cientifico y
clinico y son de vital importancia para contribuir al desarrollo de nuevas estrategias
farmacoldgicas para en ultima instancia mejorar la viabilidad de los injertos hepaticos
sometidos a trasplante, mejorar los resultados post-operatorios y evitar el problema
socioecondmico que representa la escasez de érganos disponibles para el trasplante.
En la presente Tesis Doctoral se presentan estrategias que pueden ser utiles en el

trasplante hepatico con injertos procedentes de donantes con BD con injertos con



criterio extendido, los cuales son rechazados para trasplante por sus condiciones
patoldgicas, lo cual no hace mas que agravar la problematica clinica de las listas de

espera.
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VEGFR: Receptor del factor de crecimiento vascular-endotelial

VCAM: Molécula de adhesidn celular vascular

VWEF: Factor de von Willebrand

WI: Isquemia caliente
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INTRODUCCION

1. TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante hepatico (TH), continda siendo la Unica terapia efectiva para las
enfermedades hepaticas crdénicas en fase terminal. Las indicaciones incluyen dafo
hepatico irreversible causado por diversos factores, que pueden ser infecciones virales
crénicas, consumo excesivo de alcohol, enfermedad hepatica esteatdsica asociada a
disfuncion metabdlica (MAFLD por sus siglas en inglés), patologias biliares, cancer
hepdtico o incluso un fallo hepatico agudo (Pollok et al. 2023). Se estima segun la
GODT (Observatorio Globlal de Donacién y Trasplantes) que en 2022 hubo mds de
37.000 trasplantes de higado a nivel global (GODT 2023) y solo en Espafa casi 1.200
segun la ONT (Organizacién Nacional de Trasplantes) (ONT 2023). Estas cifras muestran
la importancia clinica y socioecondmica que puede llegar a alcanzar dicho
procedimiento. La alta demanda de requerimientos de esta cirugia, asi como el
incremento de las listas de espera y la escasez de drganos disponibles para ser
trasplantados, ha llevado a los centros a utilizar para el trasplante, higados
considerados de criterio extendido (Lascaris et al. 2022). Estos injertos se consideraban
no aptos para trasplantar ya que tenian un mayor riesgo de sufrir dafio durante o
después de la cirugia de trasplante debido a sus condiciones patoldgicas, entre los
cuales encontramos injertos procedentes de donantes con esteatosis (especialmente
severa), higados con desdrdenes debido al consumo excesivo de alcohol o procedentes
de donantes con edad avanzada (Terrault et al. 2023). Se estima que entre el 70 y el
80% de los higados disponibles para trasplante provienen de DBDs (Kwong et al. 2023;
ONT 2023), de los cuales el 50% presenta esteatosis hepatica (Reis-Junior et al. 2019),
siendo estos injertos con presencia de esteatosis mas susceptibles a sufrir dano
durante la cirugia debido al proceso inherente de isquemia-reperfusién -lo que
conlleva ademas al desarrollo de un fallo regenerativo- (Xu et al. 2016). Este hecho
acentla aun mas el problema de la escasez de d6rganos, ya que un porcentaje
considerable de tales injertos se descarta para el trasplante (aprox.25%) debido al

riesgo que conllevaria para el receptor (ONT 2023).
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2. INJERTOS HEPATICOS CON CRITERIO EXTENDIDO PROCEDENTES DE
DONANTES CON MUERTE ENCEFALICA

Los donantes cadavéricos se pueden clasificar principalmente en dos
categorias: donantes con muerte cardiocirculatoria (DCD por sus siglas en inglés) y
donantes con muerte encefalica (DBDs), siendo estos ultimos los donantes cadavéricos
mas habituales (Jiménez-Castro et al. 2015). Con respecto a los injertos procedentes de
DBDs, como se ha mencionado anteriormente, son mas susceptibles al dafo por
isquemia-reperfusion y fallo en la regeneracion inherente al TH. La muerte encefdlica
(BD por sus siglas en inglés), se caracteriza por una pérdida de funcién cerebral
irreversible causada mas comunmente por una hemorragia, hipoxia o un traumatismo

(Jiménez-Castro et al. 2015; Dziodzio et al. 2014).

La BD no es un proceso que afecte Unicamente al sistema nervioso central o al
higado, ya que tiene efectos multisistémicos (alteraciones hormonales, inflamatorias,
hemodinamicas etc.) que se desencadenan como consecuencia de un incremento de la
presion intracraneal (Jiménez-Castro et al. 2015; Dziodzio et al. 2014). Se conoce que la
afectacion multiorganica derivada de este proceso ocurre cuando ha habido una
afectacidn del sistema nervioso auténomo que provoca la subsiguiente sintesis masiva
de citoquinas pro-inflamatorias (Corps et al. 2015). Esta “tormenta” de citoquinas
desencadena una activacion del sistema inmunitario que conlleva infiltraciéon
neutrofilica y linfocitaria en los diferentes érganos, asi como lo activacion de diferentes
mecanismos pro-inflamatorios (modulacién de la actividad de las células NK, células de
Kupffer, linfocitos T, NKT etc.), afectando la funcion del érgano (Jiménez-Castro et al.
2015; Dziodzio et al. 2014). Esta respuesta inflamatoria ocurre en el donante, antes de
la extraccion del injerto hepatico del donante y de su implantacion en el receptor,
agravando la susceptibilidad de los injertos hepaticos a la consiguiente lesion
producida por el proceso de isquemia-reperfusion (I/R) que ocurre durante el proceso
de isquemia fria y cuando se implanta el injerto en el receptor (isquemia caliente),

procedimiento previo a la reperfusién del injerto en el receptor.

Un factor de vital importancia en el dafio producido por la muerte cerebral es la

liberacion masiva de catecolaminas a nivel sistémico, que se da después del aumento
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de presidon intracraneal (Chiari et al. 2000). Esto provoca una desregulacion de los
sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico provocando alteraciones hemodinamicas
que afectaran negativamente la viabilidad del injerto (Jiménez-Castro et al. 2015). Se
producen fallos en la perfusiéon de los drganos y en consecuencia, una limitada
oxigenacion que no hace mads que alterar el metabolismo derivandolo a un estado
anaerdbico (J. A.B. Van Der Hoeven et al. 2001; Lazzeri et al. 2023; Joost A.B. Van Der
Hoeven et al. 2000; Jiménez-Castro et al. 2015), resultando en acidosis metabdlica por

la generacidn de lactato (Novitzky D et. al 1988).

Se conoce que la BD causa disfunciones en el eje hipotaldmico-pituitario,
provocando cambios drasticos en los niveles hormonales en el torrente sanguineo,
como pueden ser los niveles de GH (hormona del crecimiento por sus siglas en inglés),
que es segregada por la glandula pituitaria anterior (Tan et al. 2017; Nair-Collins et al.
2021). Estas alteraciones endocrinas estarian afectando también a la respuesta
inflamatoria, ya que se ha reportado en diversos estudios que los bajos niveles de GH
estarian relacionados con patologias que cursan con procesos inflamatorios

(Boccanegra et al. 2023; Caicedo et al. 2018; Jiménez-Castro et al. 2015).

Segln los datos anuales presentados por la ONT, la esteatosis es la primera
causa de rechazo de un injerto para ser trasplantado, debido a la alta probabilidad que
tienen estos organos de sufrir un dafio irreversible durante la cirugia (ONT 2023) (Tabla
1). Esta puede estar causada o no por el consumo de alcohol y como se ha descrito
anteriormente, cerca del 50% de los injertos hepaticos disponibles para trasplante
presentan cierto grado de esteatosis (Reis-Junior et al. 2019). Es por este motivo que el
estudio de los mecanismos moleculares que provocan una mayor disposicion de estos

organos a sufrir dafio durante la cirugia es de relevancia cientifica y clinica.
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Tabla 1. Causa de no implante de higados extraidos (n=524). (ONT 2023)

\| %
Aspecto Macroscopico 384 3.3
Sin Especificar 121 L5
Esteatosis Ils 29.4

Ateromatosis 31 8.1
Mala perfusion 49 12.7

Fibrosis 36 9.4

Isquémico/necrosis 34 8.9

Cirrosis / hepatopatia 24 4.6
Biopsia 15 2.9
Tumor fuera del drgano valorado 13 2.5
Problemas anatomicos 8 1:5
Problema quirtrgico durante la extraccion 8 1.5
Tumor en el érgano valorado 4 0.8
Otras 68 12.9

A continuacién, se detallardn dos de las condiciones patoldgicas que pueden
incrementar el dafio por I/R cuando los injertos se someten a cirugia del TH: esteatosis

hepatica y ALD (enfermedad hepatica relacionada con el consumo de alcohol).

2.1. Esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica es la patologia del higado mas prevalente en la sociedad,
y se estima que alrededor del 50% de los DBDs la padecen (Reis-Junior et al. 2019). Se
ha reportado en diversos estudios clinicos y preclinicos que los injertos esteatdsicos
tienen un mayor riesgo de sufrir un fallo primario o disfuncion después de la cirugia de
TH (Alvarez-Mercado et al. 2019; Jiménez-Castro et. al 2015). Las dietas hipercaldricas,
asi como el sedentarismo en los ultimos afios han contribuido a que el porcentaje de
personas que padecen esta condicién esté incrementando y se estima una mayor

prevalencia de tal desorden hepatico en los préximos afios (Younossi et al. 2018).

La esteatosis se define como la acumulacién de grasa en los hepatocitos y

puede estar causada por diversos factores. Esta se puede deber a la dieta, al sindrome
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metabdlico, diabetes, hiperlipidemia o consumo excesivo de alcohol entre otros
factores (Powell et al. 2021). Podemos clasificar la esteatosis en macrovesicular y
microvesicular, segun si los hepatocitos contienen una sola vacuola lipidica o varias (S.
Han et al. 2015). No obstante, se pueden presentar ambos tipos de esteatosis a la vez.
Segun el grado de esteatosis, se puede clasificar en: leve (<30% de infiltracidon grasa),
moderada (30-60% de infiltracion grasa) y severa (>60% de infiltracién grasa) (S. Han et

al. 2015).

Los trastornos del higado graso los podemos clasificar en funcion de si son o no
causados por el consumo de alcohol (Powell et al. 2021). El mas comun es el MAFLD.
Esta condicién puede ir o no acompanada de inflamacion, pasandose a llamar NASH
(esteatohepatitis no-alcohdlica por sus siglas en inglés) en los casos donde cursa con
inflamaciéon (Younossi et al. 2018). Se estima que 1 de cada 3 pacientes con MAFLD
desarrollaran NASH y algunos de estos acabaran desarrollando cirrosis y en ultimo
término HCC (Carcinoma hepatocelular), la forma mas severa de enfermedad hepatica

cronica terminal (Hardy et al. 2016).

2.2. Enfermedad hepatica relacionada con el consumo de alcohol (ALD)

La ALD es una de las principales causas de enfermedad hepatica crénica a nivel
mundial. Engloba un amplio espectro de patologias hepaticas que van des de la
esteatosis causada por el consumo de alcohol, a la fibrosis, esteatohepatitis, cirrosis o
en ultimo término HCC. Su progresion provoca no solamente un dafio hepatico, si no la
afectacién de diferentes tejidos como puede ser el intestino entre otros (Wu et al.
2023). A mas a mas, se conoce que el consumo excesivo de alcohol, puede modular el
sistema inmunitario incrementando o reduciendo su actividad (Wu et al. 2023; Lewis
et al. 2023; Barr et al. 2016). A nivel global, los datos indican que el alcohol produce 3
millones de muertes anuales y es una de las mayores causas de morbilidad y
mortalidad relacionadas con las patologias hepaticas (Wu et al. 2023). Otro dato que
muestra la importancia socioecondmica y sanitaria que representa el consumo abusivo

de dicha sustancia es que la ALD es actualmente una de las mayores causas de TH.

Los ultimos datos de la ONT indican que casi el 25% de los injertos provinieron

de donantes con algun tipo de problema relacionado con el consumo de alcohol.
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Dichos informes reportan que durante los ultimos 10 afios muchos de estos injertos
hepaticos fueron descartados en relacion a aquellos que proceden de donantes sin
ALD o sin problemas con el consumo de alcohol. Segin la ONT, el nivel de alcohol
consumido estuvo directamente correlacionado con el porcentaje de injertos
hepdticos descartados para trasplante (ONT 2023). Se estima que el 40,6% de los
higados procedentes de donantes con un consumo importante de alcohol (mas de 50
gr al dia) son descartados, mientras que en los casos de injertos de donantes con un
consumo moderado (menos de 50 gr de alcohol al dia) el porcentaje disminuye a 35% y
al 25% en los casos de donantes que no consumen alcohol (ONT 2023) (Figura 1). Hasta
donde sabemos, no existen estudios encaminados a investigar las diferentes vias

implicadas en el dafio por I/R en injertos hepaticos de DBDs con ALD.
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Figura 1. Porcentaje de injertos hepaticos descartados segun el grado de consumo

de alcohol del donante entre 2013 y 2022. (ONT 2023)
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3. LESION POR ISQUEMIA/REPERFUSION

La lesién inducida por isquemia-reperfusion (I/R) es un proceso que se da en las
cirugias cuando se priva al érgano de flujo sanguineo (isquemia) para restablecerlo
posteriormente (reperfusidén). Cada una de las fases de este proceso se asocia con
mecanismos de dafio diferentes. Mientras que durante la isquemia tiene lugar
principalmente una falta de oxigeno y la produccién de sustancias citotoxicas; la
reperfusidon se asocia a la produccion de mediadores pro-inflamatorios, fallos en la
microcirculacion hepatica e infiltracion neutrofilica en el parénquima hepatico

(Eltzschig et al. 2011).

La complejidad de los mecanismos celulares y lineas de sefializacidon
involucradas en la fisiopatologia de la lesién por I/R hacen que sea una condicién
extensamente estudiada a lo largo de los afios por un gran nimero de investigadores y

que existan discrepancias en relacion a dichos mecanismos (Gracia-Sancho et al. 2015).

En la préactica del TH, se presentan dos tipos de isquemia diferente: la isquemia
fria (Cl por sus siglas en inglés) y la isquemia caliente (WI por sus siglas en inglés). La
lesion por Cl se asocia a la preservacion del injerto en una solucién de preservaciéon de
drganos a 4°C, proceso que se inicia antes de la extraccién del 6rgano del donante,
cuando se perfunde con una solucion de preservacion a dicha temperatura
(preservacion hipotérmica estdtica). Después de su extraccidén, se conserva a esta
misma temperatura hasta su implantacion en el receptor. Los tiempos a los que se
someten los injertos a periodos de Cl son de entre 6 y 8 horas en la practica clinica aun
gue se pueden dar tiempos de hasta mas de 12 horas (Sibulesky et al. 2016; Kupiec-
Weglinski et al. 2005). Cabe destacar que la duracién de la Cl es directamente
proporcional al daifio que sufre el érgano (Lozanovski et al. 2020). Después de este
periodo, el érgano se ve sometido a un periodo de WI. Esta fase ocurre cuando este se
coloca en la cavidad abdominal del receptor con tal de realizar las correspondientes
anastomosis, y se le denomina también tiempo de implantacién o anastomosis
(Jochmans et al. 2018). Una vez realizadas, se restablece el flujo sanguineo al érgano,

lo que provocaria el dafio por reperfusiéon (Eltzschig et al. 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Fases del proceso de I/R en el TH con donantes con BD.

Como se ha mencionado anteriormente, son muchos los mecanismos celulares
y tipos celulares implicados en la lesion hepatica por I/R, algunos de los cuales se

muestran en la siguiente imagen (Figura 3):
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Figura 3. Mecanismos implicados en la lesion por I/R asociada al TH en injertos de
higado no esteatdsico (gris) y esteatésico (verde). Extraido de (Alvarez-Mercado et

al. 2019)

Durante la isquemia, las células hepaticas no reciben oxigeno por lo que los
higados estarian obteniendo la energia a través de vias anaerdbicas causando de esta
forma un aumento en los niveles de lactato después de la induccidon de la isquemia
debido a la activacién de la glicolisis anaerdbica (Jimenez-Castro et al. 2011). Es pues
un punto a tener en cuenta debido a que los altos niveles de lactato se han relacionado
con la disfunciéon primaria del injerto (Liu et al. 2023). Esto es debido a que se produce
una acidosis metabdlica que causa una afectacion del gradiente de los iones
provocando en ultima instancia edema y dafio en los hepatocitos (Cannistra et al.

2016).

En los higados, existen otros muchos tipos celulares afectados e involucrados
en la lesién por I/R como pueden ser las LSECs (células endoteliales sinusoidales
hepaticas) o las CK (Células de kupffer). Estas al igual que los hepatocitos producen una

gran cantidad de ROS (especies reactivas de oxigeno), que estarian causando dafio
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hepatocitario a través de la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, disfuncion
mitocondrial o dafio en el ADN (acido desoxirribonucleico). La produccion de estas
sustancias llevard a la activacion de vias pro-inflamatorias que promoveran la
acumulacién de neutréfilos exacerbando la inflamacién (G. Bardallo et al. 2022). Se ha
descrito que la produccidon de ROS y la posterior peroxidacidn de lipidos, aumenta la
infiltracion de neutréfilos y la activacion de las CK, contribuyendo aun mas a la
respuesta inflamatoria hepatica (Tang et al. 2022). Los neutrdfilos y las CK estarian
provocando la produccion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B, que
promueven a su vez la activacién y acumulacion de mas neutroéfilos a través de la
expresion de moléculas como ICAM-1 (molécula de adhesién intracelular 1), VCAM
(molécula de adhesién celular vascular) o la P-selectina (Burne et al. 2001; Manandhar
et al. 2024; Jiménez-Castro et al. 2013). Cabe destacar también el papel de las
plaguetas en la lesidon por I/R, que estarian secretando factores TGF-B (Factor de
crecimiento transformante B) o el dxido nitrico (NO), que agravarian la lesién de las

LSECs (Sindram et al. 2000), promoviendo la disfuncion endotelial.

Al contrario de lo que podria parecer, el hecho de que al tejido vuelva a llegar
oxigeno de nuevo durante la fase de reperfusion, no provoca una reversiéon del dafio
gue se da durante la isquemia, sino que lo empeora. Al ser los hepatocitos células tan
metabodlicamente activas y contener un gran nimero de mitocondrias, tienen una alta
capacidad de produccién de ROS, asi pues, cuando se restablece el flujo de oxigeno al
tejido previamente isquémico, las mitocondrias incrementan la produccién de ROS

(Caraceni et al. 2005), agravando el dafio tisular provocado en la fase de isquemia.

Una de las ultimas consecuencias del dafo por I/R en la cirugia de TH es el fallo
regenerativo. Debido a la inflamacidn, el estrés oxidativo o los cambios metabdlicos
entre otros factores, se ve afectada la proliferacién de los hepatocitos y del resto de
células hepaticas después de la reperfusion (Kuboki et al. 2008; Barone et al. 2005).
Todo ello, estaria afectando a los diferentes procesos de muerte celular entre los que

encontramos la apoptosis y la necrosis (Lai et al. 2019; Gulfo et al. 2020).
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3.1. Lesion porI/R en injertos procedentes de donantes con criterio extendido

En el TH, existen diversos factores que agravan la lesion inducida por I/R como
la BD, la esteatosis o el tiempo de isquemia fria. Se ha descrito en diversos estudios
que los injertos patoldgicos procedentes de donantes con BD tienen mas
susceptibilidad a sufrir un mayor dafio durante el proceso quirurgico. Los ultimos datos
de la ONT asi como diferentes estudios cientificos han remarcado la importancia de la
presencia de esteatosis en el dafio por I/R o el fallo primario del injerto (ONT 2023;
Jadhav et al. 2020), o los largos periodos de isquemia fria, que estarian estrechamente

relacionados con un mayor dafio por I/R (Lozanovski et al. 2020).

Se ha descrito que en los higados con infiltracién grasa, el exceso de acidos
grasos libres en tejido hepatico, conlleva un incremento de la actividad B-oxidativa lo
gue promueve una todavia mayor produccién de ROS que lleva a un mayor nivel de
estrés oxidativo (Fromenty et al. 2004; Tang et al. 2022; Serviddio et al. 2008). Todo
esto conduciria a una disfuncién mitocondrial que debido a la disminucién en los
niveles de ATP puede llevar al fallo primario o disfuncién del injerto tras la cirugia

hepatica (Goikoetxea-Usandizaga et al. 2022; Tang et al. 2022).

Por otra parte, esta también reportado en la literatura que tanto en pacientes
con esteatosis como en higados con ALD las CK tienen un papel importante en el
desarrollo de la patologia y estarian activadas, lo que daria pie a una mayor produccién
de citoquinas pro-inflamatorias exacerbando aun mas el dafio hepatico (Slevin et al.

2020; Dong et al. 2024).

Con respecto al proceso de regeneracion del tejido, cabe mencionar que en el
caso de tratarse de higados patolégicos, por ejemplo, con presencia de esteatosis, este
proceso regenerativo necesario después de una cirugia se ve todavia mas afectado
debido a que la lesion inducida por la I/R afecta negativamente el proceso de

regeneracion hepatica (Hsiao et al. 2010).

Asi pues, teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito y especialmente
los factores descritos en la Figura 3, son muchos los mecanismos y los diferentes tipos

celulares implicados en esta lesidn y mds todavia en el contexto de los higados
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patolégicos. No obstante, hay que dejar constancia que lo reflejado en Ila
correspondiente figura es sélo una minima parte de la fisiopatologia del proceso de I/R
hepatica, la cual hemos resumido de forma breve en la presente Tesis. De hecho, son
numerosas las revisiones (incluidas aquellas publicadas por nuestro grupo) que
explican de forma mas detallada toda la complejidad del proceso de I/R (Jiménez-
Castro et al. 2015; Alvarez-Mercado et al. 2019; Gracia-Sancho et al. 2015). Y si ya es
compleja la lesion por I/R, hay que tener en cuenta que los mecanismos implicados
pueden ser diferentes dependiendo del tipo de isquemia (caliente o fria), del tipo de
higado y de las diferentes patologias hepaticas o del tiempo de isquemia fria entre
otros muchos factores. De ahi que la lesidén por I/R continte siendo un problema sin

resolver en la practica clinica.
4. EJE INTESTINO-HIGADO

Dada la estrecha relacién anatdomica y funcional bidireccional entre el tracto
gastrointestinal y el higado via circulacién portal, diversos estudios han reportado un
papel importante del intestino en la lesion hepatica por I/R (Micé-Carnero et al. 2021).
Son muchos los estudios que indican una relacion directa entre la disbiosis intestinal y
diversas patologias que cursan con problemas hepaticos: cirrosis, ALD, MAFLD etc.
(Trebicka et al. 2021; Aron-Wisnewsky et al. 2020; Duki¢ et al. 2023; Szabo 2015). Por
otro lado, su papel en el prondstico de la cirugia hepatica del trasplante sigue sin estar

claramente definido.

La microbiota intestinal desempefa un papel crucial en la salud del higado al
metabolizar las sales biliares, neutralizando su toxicidad y transformando los acidos
biliares primarios en secundarios. Los acidos biliares (BAs) activan receptores nucleares
como el receptor farnesoide X (FXR por sus siglas en inglés) y el receptor de membrana
acoplado a proteinas G (TGR5) en el ileon. La disbiosis de la microbiota intestinal
reduce la sintesis de estos receptores, lo que induce la translocacién y el
sobrecrecimiento bacteriano, afectando a la permeabilidad intestinal. Esto aumenta
los niveles de lipopolisacaridos (LPS), que pueden activar el factor nuclear kappa B (NF-
kB) (estrechamente relacionado con la lesidén hepatica por I/R) a través de los “toll-like

receptors” (TLR) y los “nod-like receptors” (NLR), promoviendo la produccién de
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citocinas inflamatorias que a través de la circulacion portal afectaran a la progresién de
las enfermedades hepaticas que cursen con inflamacién. Todo este proceso afectara a
nivel hepatico aumentando el dafio en el higado en el contexto de la lesion por I/R,
debido a su vez a desregulaciones en los niveles de FGF15 (Factor de crecimiento
fibroblastico 15) y GLP-1 (del inglés “Glucagon-like peptide-1”) (Figura 4) (Mico-
Carnero et al. 2021).
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Figura 4. Relevancia del eje intestino higado. 1*: Aumento; | : Disminucién; AAs:
Aminoécidos; BAs: Acidos biliares; FXR: Receptor X de farnesoide; FGF15: Factor de
crecimiento de fibroblastos 15; GLP-1: Péptido similar al glucagén 1; LPS:
Lipopolisacaridos; TGR5: Receptor de Takeda acoplado a proteinas G 5; SCFAs: Acidos

grasos de cadena corta. Extraido y adaptado de (Micé-Carnero et al. 2021).
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Cabe destacar también, no solo el papel de la microbiota en la relevancia del
eje intestino-higado en el contexto de la I/R, sino también de otros factores.
Recientemente se ha identificado en estudios preclinicos que la activacion de FXR a
través del FGF15 tiene la capacidad de mejorar los resultados del TH en DBDs en
injertos esteatdsicos y no esteatdsicos. Es bien conocido que la BD induce dafio
intestinal e induce una reduccion de la expresidn de FXR, con la consiguiente reduccién
de FGF15 intestinal que se asocia con niveles reducidos de FGF15 en higado, lo cual
causa a su vez dafio hepatico y fallo regenerativo (Gulfo et al. 2020). En este estudio se
observé que la administracion exdgena de FGF15 a donantes con BD normalizd los
niveles de BAs, protegiendo frente al dafio intestinal y hepatico inducido por la BD. Por
otra parte, en injertos esteatdsicos procedentes de DCDs, FGF15 no estaria
involucrado en el daifo hepatico o la capacidad regenerativa, mientras que si tendria
un papel relevante evitando el dafio por I/R en injertos procedentes de DCDs no

esteatdsicos (Avalos-de Ledn et al. 2019).

En modelos preclinicos de TH con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos
procedentes de DCDs, se ha observado que las alteraciones en los niveles GLP-1
hepatico, que deriva del intestino, afectaron a los resultados postoperatorios. Dicho
estudio indicd que el tratamiento con GLP-1 exdgeno podria resultar beneficioso para
evitar el dafio por I/R en higados con esteatosis procedentes de DCDs (Avalos-de Ledn
et al. 2019b). Se ha reportado también que GLP-1 puede modular la composicion de la
microbiota intestinal en individuos obesos y diabéticos (Zhao et al. 2018). Ademas, se
sabe que ciertos acidos grasos de cadena corta (SCFA) como el propionato inducen la
sintesis de GLP-1 (Psichas et al. 2015). Dado que la microbiota metaboliza los SCFAs,
gue estarian a su vez regulando la sintesis de GLP-1, se espera que una desregulaciéon
del microbioma pueda afectar negativamente los SCFAs y, en consecuencia, al GLP-1y

en ultima instancia al TH.

Como se puede observar, son diversos los factores que pueden desencadenar
una respuesta a nivel hepatico procedente del intestino, por lo que el estudio de la
lesion hepatica por I/R en el contexto del TH debe ser estudiado también englobando

la relevancia de este eje.
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5. PAPEL DE LA NUTRICION EN LA LESION HEPATICA POR I/R

Todavia no se ha logrado definir un régimen nutricional 6ptimo para potenciar
la regeneracion en el contexto de la cirugia hepatica de trasplante. No obstante, se ha
observado que ciertos factores dietéticos asi como la sobrealimentacion y el tipo de
dieta son claves para el desarrollo de ciertas enfermedades hepaticas como la
esteatohepatitis tanto alcohdlica como no alcohdlica (Hammad et al. 2015). Como se
ha comentado anteriormente, la microbiota intestinal presenta un papel clave en la
funcion del eje intestino-higado, y esta ampliamente reportado que la dieta es un
factor modulador de vital importancia del microbioma intestinal (Zmora et al. 2019),
teniendo la capacidad de activar el sistema inmunitario innato y la respuesta
inflamatoria que puede en Ultima instancia agravar la lesidn por I/R y la regeneracion

tisular (Micé-Carnero et al. 2021).

Diversos estudios han demostrado la capacidad del ayuno para influir en Ila
lesidn por I/R en el contexto de las cirugias hepaticas (Cornide-Petronio et al. 2020). Se
ha observado que la restriccién proteica asi como la suplementacién de la dieta con
vitamina C y E pueden ejercer efectos protectores en modelos preclinicos, pese a que
se desconocen los mecanismos subyacentes (Hine et al. 2015). El papel del ayuno en la
lesion por I/R no esta claramente definido y existen discrepancias en la literatura en
relacion a su efecto (Cornide-Petronio et al. 2020). Por una parte, estudios recientes
indican que el ayuno de 12-24 horas podria ofrecer proteccion frente a la lesion por
I/R, reduciendo la apoptosis y la necrosis. Este ayuno a corto plazo estaria potenciando
la sobreexpresion de proteinas antioxidantes y de autofagia debido al aumento del B-
hidroxibutirato (BHB). Todo esto a su vez, estaria inhibiendo la actividad del
inflamasoma NLRP3 (del inglés “NLR family pyrin domain containing 3”), inhibiendo sus
potenciales efectos negativos sobre la lesién por I/R (Miyauchi et al. 2019). Sin
embargo, otros estudios han mostrado resultados contradictorios, sugiriendo que el
ayuno puede no proporcionar protecciéon en todos los contextos experimentales
(Papegay et al. 2017). Lo mismo ocurre con los efectos del ayuno a largo plazo (2-7
dias) sobre la lesidon hepatica por I/R donde hay discrepancias acerca de su eficacia
(Cornide-Petronio et al. 2020). Debido a la importancia del eje intestino-higado

mencionada anteriormente, son muchos los estudios que se centran en el papel de
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componentes y suplementos nutricionales en el contexto de la I/R y enfermedades
hepaticas. Se han llegado a evidenciar efectos protectores frente a la lesion hepatica
por I/R, el estrés oxidativo, inflamacién o regeneracién debido al consumo de
suplementos derivados de plantas, aditivos, dietas suplementadas con aceites de
pescado, LC-PUFAs (4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga), aminoacidos como
la L-glutamina, el omega-3, probiéticos o BCAAs (aminoacidos de cadena ramificada)

entre muchos otros (Cornide-Petronio et al. 2020).

Se ha observado que una dieta rica en acidos grasos induce la sintesis de
esfingosina-1-fosfato (S1P), que tendria un papel clave en el dafio hepatico y en la
proliferacion de los hepatocitos (Zabielski et al. 2010). Es por este motivo que ciertos
estudios preclinicos realizados con anterioridad se han centrado en el efecto de las
dietas ricas en lipidos (sobretodo 4cidos grasos) o glucosa en el contexto de la lesidn
hepatica por I/R en cirugias de PH. Se observd, que mientras que la administracién de
emulsiones tanto ricas en lipidos como ricas en glucosa ejercian un efecto protector
frente a la lesion hepatica por I/R después de una PH en higados no esteatdsicos, sélo
el tratamiento con lipidos reducia los efectos nocivos de la cirugia hepatica en
presencia de esteatosis (Mendes-Braz et al. 2014). El desarrollo de nuevas
investigaciones dirigidas a investigar si los efectos de dichos componentes
nutricionales son los mismos en el contexto del TH serian de interés clinico y cientifico
debido a que algunos aspectos (como por ejemplo la necesidad de regeneracion
hepdtica y la presencia de oclusién vascular), se comparten entre ambos tipos de

cirugias (PH+I/Ry TH).

6. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA REDUCIR LA LESION POR I/R EN EL TH

Son diversas las estrategias que se han intentado aplicar para reducir la lesion
por I/R en el contexto de las cirugias de TH. Pese a que algunas de ellas se han aplicado
en la practica clinica (por ejemplo la adicion de componentes a las soluciones de
preservacion o la aplicacién del precondicionamiento isquémico), ninguna de ellas ha
conseguido revertir o evitar el dafio del injerto hepatico, e incluso los resultados
reportados de tales estrategias pueden ser totalmente opuestos (efectos perjudiciales

o beneficios) segin multitud de condiciones (tipo de injerto hepatico, tiempos de
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isquemia fria o tipos de donantes entre multitud de factores) que afectan a la calidad
de los injertos hepaticos y los resultados pos-trasplante. A titulo de ejemplo, como
hemos mencionado, algunas estrategias serian la aplicacién de la técnica quirurgica
del precondicionamiento isquémico (Pl), el desarrollo de nuevas soluciones de
preservacion de érganos y el uso de farmacos para disminuir o evitar el dafio por I/R
(Mao et al. 2022). Si nos fijamos en tales técnicas, los resultados son contradictorios
porque en la clinica se aplican diferentes tiempos de precondicionamiento, sin saber
gue este hecho puede llevar a efectos totalmente opuestos. Se sabe ademas que los
efectos nocivos derivados de la BD afectan negativamente a los efectos beneficiosos
del precondicionamiento (Modnica B. Jiménez-Castro et al. 2015). Por consiguiente, en
la clinica del TH se han de combinar estrategias farmacoldgicas junto con el
precondicionamiento para que tales estrategias farmacoldgicas eviten los efectos
nocivos derivados de la BD y la aplicacion del precondicionamiento se ejecute con
éxito en la practica clinica (Mdnica B. Jiménez-Castro et al. 2015). De la misma forma,
hay multitud de estudios que describen controversias sobre los efectos de la gran
cantidad de soluciones de preservacidon que existen en el mercado, lo cual obviamente
se debe a que se estan empleando las mismas soluciones de preservacién en contextos
quirurgicos totalmente diferentes (Mico-Carnero et al. 2022). Con respecto a los
farmacos, hay que destacar que no se pueden aplicar los mismos farmacos en todas las
condiciones quirurgicas porque los mecanismos implicados en la lesion por I/R y fallo
en la regeneracion son dependientes del tiempo y tipo de isquemia, del tipo de higado
y de los donantes, entre otras muchas causas, y por consiguiente, estrategias
farmacolodgicas pueden tener efectos totalmente opuestos dependiendo de las
condiciones quirurgicas (Avalos-de Ledn et al. 2019; Alvarez-Mercado et al. 2019; Gulfo

et al. 2020).

Debido a la relevancia que tiene el tiempo de Cl en la viabilidad del injerto,
muchas estrategias han ido encaminadas a evitar el dafio por I/R mejorando las
soluciones de preservacién para mantener a los injertos hepaticos en las mejores
condiciones durante la isquemia fria antes de su implantacién en el receptor. Pese a
gue algunas han derivado en efectos positivos en condiciones quirurgicas especificas,

ninguna de ellas ha mostrado la capacidad de revertir el dafo por I/R que se da en los
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injertos hepaticos, sobre todo en los esteatdsicos (Mico-Carnero et al. 2022). El
desarrollo de este tipo de soluciones se ha centrado especialmente en la adicién de
sustancias o farmacos con actividad moduladora de las vias de seiializacidon afectadas
por la I/R como por ejemplo el estrés oxidativo o los fallos en el metabolismo
energético. El desarrollo de nuevas soluciones para preservar el érgano en frio sigue
siendo una estrategia en fases de investigacién para reducir el dafio hepatico desde la
creacion de la solucién de la Universidad de Wisconsin (UW) por Belzer en los afios 80,
debid a los beneficios que tiene reducir la actividad metabdlica del érgano por
enfriamiento durante las fases de Cl. Han entrado también al mercado otras soluciones
como pueden ser la solucion de Celsior o IGL-1 con diferentes componentes oncéticos,
osmoéticos o antioxidantes pero ninguna de ellas con una capacidad de inhibicién
completa del dafio por I/R (Micé-Carnero et al. 2022). A continuacion, se puede
observar una tabla donde se incluyen las diferentes soluciones de preservaciéon
utilizadas en la practica clinica para la preservacion en frio de los drganos con los
diferentes componentes de las mismas (Tabla 2). Por otro lado, tal y como hemos
mencionado anteriormente, existen muchas controversias sobre los beneficios de tales
soluciones de preservacion ya que diferentes estudios indican que con el uso de
soluciones como por ejemplo IGL-1 entre otras se obtienen practicamente los mismos
resultados que si utilizamos la solucién de Belzer de los afios 80 (Micé-Carnero et al.

2022).
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Cmup(.}— Cold Storage Solutions (CSS)
nent;
Function HTK UW CSS Celsior IGL-1
. Manitol/ Raffinose/ Mamt.olf’ Raffinose/
Osmotic . Lactobionat .
Ketoglutarate Lactobionate ” Lactobionate
Buffer Histidine PO4 Histidine PO4
Oncotic - HES - PEG
Na- Low Low High High
K- Low High Low Low
Antioxidant Adenosine/ Gluta- Adenosine/ Gluta-
/IRI Pro-  Tryptophan thione/ Allopuri- Glutathione thione/ Allopuri-
tection nol nol

Tabla 2. Principales componentes de las soluciones de preservaciéon de érganos en
frio llevadas a la clinica. HES: almidon hidroxietilico; HTK: histidina-triptéfano-
cetoglutarato; IRI: lesidén por isquemia/reperfusidn; K+: ion intracelular de potasio;
Na+: ion extracelular de sodio; PEG: polietilenglicol; PO4: acido fosforico; UW:

Universidad de Wisconsin (Belzer). Adaptado de (Micd-Carnero et al. 2022).

En los ultimos afos, han sido diversos los estudios que han pretendido avanzar
hacia una nueva generacion de soluciones de preservacién de érganos en frio con la
adicion de nuevos componentes con capacidad activa bajo condiciones de isquemia
fria e isquemia caliente, como el caso de la adicion de factores de crecimiento o
farmacos como inhibidores de proteasas, el tacrolimus, la trimetazidina o el carvedilol
(Mico-Carnero et al. 2022; Gracia-Sancho et al. 2015) entre muchos otros como se
pueden observar de forma mas detallada en los estudios previos del grupo va
mencionados anteriormente. Los efectos resultantes del uso de las citadas soluciones

de preservacion estan en fase de estudio.

Son diversas las estrategias farmacoldgicas que se han intentado usar hasta la
fecha para evitar el dafio por I/R en injertos con criterio extendido y la respuesta
inflamatoria asociada a este tipo de dafio (Gracia-Sancho et al. 2015; Mao et al. 2022;
Alvarez-Mercado et al. 2019). Hay diversos estudios preclinicos, pero las estrategias
llevadas a la practica clinica son escasas y existen discrepancias en la literatura

cientifica a cerca de su efectividad. Pueden ser diversos los efectos que provocan que
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dichas estrategias no sean completamente eficaces en la practica clinica, des de los
efectos nocivos de dichas drogas a nivel sistémico, a la biodistribucidén del farmaco en
el organismo o los diferentes efectos que puede tener un mismo farmaco en higados
de diferentes tipos (esteatdsicos vs no esteatdsicos) asi como los tipos de donantes,
tipos de isquemia, entre multitud de factores (Casillas-Ramirez et al. 2006; Carmen

Peralta et al. 2013; Carrasco-Chaumel et al. 2005).

Con respecto a las estrategias quirurgicas empleadas para evitar el dafio por I/R
encontramos principalmente el Pl. Es una estrategia quirdrgica que protege a los
tejidos frente a la lesidn por I/R, especialmente asociada a las resecciones hepdticas, y
consiste en la aplicacion de breves periodos de I/R antes de someter al drgano a un
proceso de I/R prolongada. A pesar de que se ha reportado beneficiosa en la clinica en
casos de resecciones hepaticas de tumores (Teo et al. 2020) existen discrepancias
acerca de su efectividad como técnica quirurgica eficiente en el TH (Qi et al. 2021) ya
que existen diferentes factores que no se dan en las cirugias de resecciones (isquemia
fria, muerte cerebral etc.) (Mao et al. 2022; Gracia-Sancho et al. 2015) que afectan
negativamente los efectos protectores del precondicionamiento, tal y como se ha

explicado anteriormente.

Otra via terapéutica que se ha explorado para evitar el dafio por I/R en el
contexto del TH ha sido la terapia génica utilizando como vehiculos adenovirus,
liposomas o PEG entre otros. No obstante existen muchos problemas asociados al uso
de este tipo de terapias, como la toxicidad asociada a los vectores, la dificultad de
conseguir el mutante adecuado o la correcta expresion del gen deseado (Carmen

Peralta et al. 2013; Casillas-Ramirez et al. 2006).

Son varios los estudios que han identificado cambios hormonales durante el
proceso de BD. Es por este motivo que se ha intentado llevar a la préctica clinica el
tratamiento farmacolégico con ciertas hormonas con tal de modular el dafo que se da
en los érganos procedentes de donantes con BD. Por una parte, se ha intentado
modular el dafio causado por la I/R con terapia hormonal de T3/T4 (triiodotironina/
tiroxina) en el donante, asocidndose esta a un incremento de la supervivencia del

receptor a 1y 12 meses post-intervencion (Novitzky et al. 2016). No obstante, el papel
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positivo de la T3 no esta claramente definido ya que existen estudios que niegan su
efecto beneficioso en donantes cadavéricos de multiples 6rganos con BD (Randell et al.

1993).

Podemos concluir, por consiguiente, que no existe un tratamiento efectivo para
evitar el dafio por I/R en injertos procedentes de DBDs con y sin esteatosis no
alcohdlica o ALD. Es de vital importancia profundizar en el descubrimiento de los
mecanismos que se ven afectados en estos higados a causa de los diferentes procesos
con tal de que se puedan llevar a la practica clinica estrategias protectoras que
mejoren la calidad de los injertos, los resultados pos-trasplante y permitan la
utilizacion de injertos hepaticos que actualmente son descartados para trasplante por
sus condiciones patoldgicas, reduciendo asi la problematicas de la falta de dérganos
disponibles. En la practica clinica, este hecho supondria una solucién al problema de
las listas de espera para el trasplante ya que permitiria aumentar el nimero de
drganos disponibles en tanto en cuanto se aumentaria la tolerancia de los higados
procedentes de donantes con criterio extendido a la lesion por I/R y fallo en la

regeneracion hepatica.

7. FACTORES DE CRECIMIENTO Y SU PAPEL EN LA LESION HEPATICA POR I/R

Como se ha visto anteriormente, los factores de crecimiento pueden tener un
papel muy relevante en el desarrollo del dafio por I/R. Los factores de crecimiento son
proteinas con la principal funcién de reparar tejidos entre los cuales encontramos el

HGF, el TGF-B, el IGF-1, el VEGFA o el VEGFB.

7.1. Factor de crecimiento insulinico (IGF-1)

Los IGFs son un grupo de sustancias polipeptidicas con efectos promotores del
crecimiento, y que juegan un papel imprescindible en el desarrollo celular y en
multiples patologias. El IGF-1 en concreto se sintetiza en el higado y pasa a la
circulacidn hasta llegar a sus tejidos diana. Este factor se ve regulado por accion de la
GH, y se conoce que tiene una estrecha relacién con el desarrollo de patologias que

cursan con inflamacidén y obesidad (Zhong et al. 2023).
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Diversos estudios han establecido importantes relaciones entre el IGF-1 y el
desarrollo del MAFLD o el NASH (Kundu et al. 2023; Stanley et al. 2021) a través de

diferentes vias que afectan a la resistencia a insulina o la glicolisis entre otras.

Por otra parte, se ha demostrado la capacidad neurorreparadora de dicho
factor después de un dafio cerebral traumatico (Madathil et al. 2015). Asi pues, se
podria hipotetizar que las vias de sefializacion moduladas por dicho factor podrian
tener un papel relevante en la lesién por I/R en higados con esteatosis procedentes de

donantes con BD.

En el contexto del dafio por I/R en el TH, estudios previos del grupo han
demostrado beneficios del presente factor de crecimiento tras su utilizacion como
aditivo en la solucién de preservaciéon de 6rganos UW (Universidad de Wisconsin) con
injertos esteatdsicos y no esteatdsicos. Este hecho se asocié a un aumento en la
expresion de AKT (Proteina quinasa B), la cual causé una inhibicion de GSK3pB
(Glicégeno-sintasa quinasa-3B) en higados no esteatdsicos y una sobreexpresion de
PPAR-y (Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas) en higados
esteatdsicos (Zaouali et al. 2010). Ambos mecanismos modulados por IGF-1 se han
identificado en otros estudios como potenciales moduladores de la lesion hepatica por

I/R (H. Zhang et al. 2023; Linares et al. 2018; Casillas-Ramirez et al. 2009).

Teniendo en cuenta estos datos y el papel relevante que puede llegar a tener el
IGF-1 en el contexto de la patologia estudiada, seria de interés cientifico profundizar
en los mecanismos de regulacién de dicho factor de crecimiento en la lesion hepatica

por I/R.

7.2. Factor de crecimiento vascular-endotelial A y B (VEGFA/B)
La familia de los VEGF esta formada por varios factores de crecimiento, entre

los cuales encontramos el VEGFA y el VEGFB. Estos factores de crecimiento tienen la
capacidad de unirse a los VEGFR (Receptor del factor de crecimiento vascular-
endotelial), que son receptores con actividad tirosina quinasa. Por una parte VEGFA
tiene afinidad por VEGFR1 y VEGFR2, mientras que VEGFB tiene afinidad por VEGFR1
(Lal et al. 2018). Se conoce que los diferentes miembros de la familia de los VEGF estan

involucrados en diferentes funciones entre las que incluimos angiogénesis, inhibicién
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de las vias apoptdticas o modulacion de la respuesta inflamatoria (Muniyandi et al.

2023; Ahmad et al. 2022; W. Zhang et al. 2023).

Con respecto el papel de estos factores en el contexto de patologias hepaticas,
en relacion al VEGFA, se ha descrito recientemente que tendria un papel importante
en la evolucion de MAFLD hacia HCC (Shen et al. 2022). Destacar, que poco se sabe a
cerca de una potencial relacion entre el consumo de alcohol y el VEGFA, simplemente
que se incrementan sus niveles en tejido hepatico tras el consumo de alcohol (Ceccanti
et al. 2012). Al contrario de lo que ocurre con el VEGFB, tal y como veremos a
continuacion, existen resultados previos que describen un papel especialmente
relevante del VEGFA en la lesién hepatica inducida por I/R, indicando que el VEGFA
podria estar exacerbando el dafio causado cuando los higados se someten a una

cirugia de PH+I/R (Bujaldon et al. 2019).

Por otra parte, en un estudio reciente en un modelo de ratones diabéticos con
MAFLD, la inhibicién de VEGFB durante periodos prolongados (2 meses) previno el
desarrollo de la patologia mediante el bloqueo de la lipdlisis en el tejido adiposo. Por el
contrario, en un modelo preclinico de ratones VEGFB-KO (VEGFB- knockout) con
obesidad inducida se reporté que VEGFB estaria potenciando el desarrollo de Ia
MAFLD. Al igual que con el VEGFA, se ha observado que el consumo de alcohol en
animales de experimentacion estaria incrementando los niveles de VEGFB en el
parénquima hepatico (Costa et al. 2017). Se ha descrito también en dos recientes
estudios que el VEGFB podria estar implicado en la lesion por I/R en tejido cardiaco, no
obstante no se han reportado estudios sobre el papel de VEGFB en condiciones de

dafio por I/R hepatica (Kivela et al. 2014; Raissadati et al. 2017).

Hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio que describa un papel
relevante del VEGFA o el VEGFB en el contexto del dafio por I/R en el TH con higados

esteatdsicos o procedentes de donantes con ALD y/o BD.
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8. RELEVANCIA DE NRG-1 EN EL TH Y LA LESION HEPATICA POR I/R

La neuregulina-1 (NRG1) es un factor neurotrofico que se expresa
abundantemente en el sistema nervioso. Es una proteina de 44 kDa de la familia de los
EGF (factor de crecimiento epidérmico) y tiene como receptores los EGFR (Receptor de
EGF) (Adashek et al. 2024; Werr et al. 2022). Debido a las multiples isoformas de este
factor, se conoce que puede tener diferentes funciones de proliferaciéon vy
diferenciacidn glial, neuronal y otras células nerviosas, de expresidn de los receptores
de acetilcolina, desarrollo tumoral, crecimiento de algunos tipos celulares etc.
(Adashek et al. 2024). Se ha reportado en diversos estudios que los niveles de NRG1 se
ven alterados en sujetos que padecen patologias relacionadas con el sistema nervioso
como esquizofrenia o Parkinson (Wang et al. 2015; Hama et al. 2015), por lo que pese
a no haber estudios que lo demuestren, podriamos hipotetizar que la BD podria estar

también afectando a sus niveles o funcidn.

Con respecto al papel del NRG1 en el higado, se ha descrito en diversos
estudios que puede ejercer efectos metabdlicos importantes a nivel hepatico, ya que
tendria la capacidad de mejorar la resistencia a insulina en modelos preclinicos al
activar ErbB3 (Receptor tirosina proteina quinasa 3) y promover la fosforilacion de AKT
en los hepatocitos (Meng et al. 2021). Todo esto conduce a la expresidon de genes
gluconeogénicos y a la produccion de glucosa hepatica en modelos con y sin obesidad
(P. Zhang et al. 2018). Recientemente se ha demostrado también un papel protector
de NRG1 en el higado graso no alcohdélico a través de la via que estaria modulando la
resistencia a insulina ErbB3-AKT. Este estudio, estaria demostrando que el papel del
NRG1 estaria basado en la reduccién en los niveles de TG (triglicéridos) e inhibicidn de
la esteatosis en un modelo in vitro de MAFLD (Meng et al. 2021). Se ha descrito
también su capacidad protectora in vitro frente a factores hepatotdxicos en lineas
celulares hepaticas atenuando la respuesta inflamatoria y frente al dafio,

disminuyendo la apoptosis y modulando el ciclo celular (Dorsey et al. 2006).

Se ha podido observar una regulacion de PAK1 (quinasa activada por p21) por
parte de NRG1 (Bourguignon et al. 2007). Se conoce que PAK1 se expresa en tejido

hepatico y que su activacidn tendria la capacidad de inhibir la muerte celular (Cao et al.
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2020) y de proteger en enfermedades que cursen con procesos inflamatorios
intestinales (Khare et al. 2015). PAK1 es una quinasa, familia de las serina/treonina-
quinasas involucrada en diversas funciones celulares y fisioldgicas como la
angiogénesis y el crecimiento o la motilidad celular (Hammer et al. 2016; Gonzalez-

Villasana et al. 2015).

No solo se han descrito relaciones entre NRG1 y PAK1, sino también entre estos
mediadores y algunos factores de crecimiento como VEGFA e IGF-1. En el caso de
VEGFA, se ha demostrado que en diferentes tipos celulares tanto PAK1 como NRG1
tendrian capacidad de modularlo (Seo et al. 2017; Bagheri-Yarmand et al. 2000).
También se ha descrito la interaccion entre NRG1 vy el factor IGF-1 en cultivos celulares
de cardiomiocitos (Rupert et al. 2017) asi como una relacion entre PAK1 e IGF1 en

cultivos de células endoteliales (Qiao et al. 2004).

Estudios previos han reportado que tanto PAK1 como NRG1 podrian jugar un
papel importante en la en la lesién por I/R en el corazén o el cerebro (Garbayo et al.
2016; Huang et al. 2023; Egom et al. 2010; Hu et al. 2024), por lo que su estudio y su

potencial en el contexto de la I/R hepatica no debe de ser descartado.

Destacar como ya se ha mencionado anteriormente el papel beneficioso del
factor VEGFA en el contexto de la cirugia hepética de PH con I/R (Bujaldon et al. 2019).
Y por otra, el papel del IGF1 en el contexto también del dafio por I/R tanto
administrado via sistémica o afadido como aditivo a las a las soluciones de
preservacion con la finalidad de proteger a los injertos hepaticos durante la isquemia
fria, antes de ser implantados en el receptor (Casillas-Ramirez et al. 2009; Zaouali et al.

2010).

Dadas las relaciones ya conocidas entre NRG-1 y PAK-1 con IGF-1 y VEGFA
(Figura 5) y sus respectivos papeles en diferentes patologias hepaticas y en la I/R
puede resultar de utilidad e interés clinico el estudio de su relevancia en el contexto de

la I/R con higados grasos procedentes de DBDs.
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Figura 5. Relacion de NRG1l con el daiio cerebral y sus potenciales vias de
sefalizacidn.

9. LA HORMONA DEL CRECIMIENTO EN EL TH Y LA LESION POR I/R

La GH es una proteina de 191 aminoacidos que contiene dos puentes disulfuro
en su estructura. Es una hormona secretada por las células somatotrépas, localizadas
principalmente en la glandula pituitaria anterior. La sintesis de la GH por la glandula
pituitaria ocurre por la estimulacion episdédica de hormonas hipotalamicas. Por una
parte, la GHRH (hormona liberadora de la hormona del crecimiento) estimula su
secrecion, mientras que la somatostatina (SST) la inhibe. La GH a su vez estaria
estimulando la produccién de IGF-l y este ultimo a su vez, estaria inhibiendo la
secrecion de GH a nivel hipotaldmico y de la glandula pituitaria. Se conoce también
qgue el péptido intestinal grelina es un potente secretagogo de la GH, que actua
amplificando la secrecion hipotaldmica de GHRH (Olarescu NC et al. 2019). Pese a que
estos son los principales mecanismos reguladores de la GH se han descritos otras vias y
factores que podrian estar modulando su sintesis, secrecién o accién, como pueden
ser los estrégenos, andrégenos (Ocaranza et al. 2021; Fernandez-Pérez et al. 2016), el

EGF (Alvarez-Mercado et al. 2019), los 4cidos grasos libres (FFA) (N. Mgller et al. 2009)
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o la insulina (Leung et al. 2000) entre muchos otros. Se sabe pues que la GH tiene un
complejo mecanismo de regulacion, afectado por diversos factores que estarian en
ultima instancia regulando no sélo la GH sino sus funciones y los diferentes

mecanismos celulares que se ven modulados por esta.

Son diversos los tejidos que pueden considerarse diana de la GH, y son todos
aquellos que expresan su receptor, el GHR (receptor de la hormona del crecimiento).
Estd ampliamente descrito en la literatura cientifica que los hepatocitos expresan su
receptor (Q. Han et al. 2021), lo que podria explicar el amplio abanico de efectos que la
GH podria tener sobre el higado y su funcidn asi como sobre diferentes patologias que
cursan con problemas hepaticos. Por una parte, la GH podria regular la lipogénesis a
nivel hepatocitario, teniendo un papel destacable en la acumulaciéon de grasa en el
higado y por lo tanto en el desarrollo de patologias como el MAFLD (Takahashi 2017).
Debido a que la GH es una reguladora esencial del metabolismo lipidico intrahepatico
estaria ejerciendo efectos positivos en la acumulacion de grasa debida al consumo de
alcohol (Qin et al. 2010). Se ha descrito también en algunos estudios que la GH podria
estar ejerciendo efectos beneficiosos en pacientes cirréticos (Kumari et al. 2024), aun
asi sus efectos no se han descrito claramente y existen discrepancias respecto a sus
propiedades beneficiosas en el contexto de esta patologia (Donaghy et al. 1997; S.
Mgller et al. 1994). Ademds de enfermedades hepaticas, la GH segun diversos estudios
también podria utilizarse como posible terapia en enfermedades cardiovasculares
entre otras que cursan con procesos inflamatorios (Boccanegra et al. 2023; Caicedo et
al. 2018), ya que tiene un papel importante en el funcionamiento y la modulacién del

sistema inmunitario (Olarescu NC et al. 2019).

Se sabe también por otra parte que la BD causa bajos niveles de GH debido a
disfunciones en el eje hipotaldmico-pituitario (Kinoshita et al. 1992) lo que podria estar
afectando a las posibles funciones antiinflamatorias de la GH exacerbando incluso

efectos nocivos de la BD en los injertos hepaticos.

Todo lo mencionado hace pensar que la GH podria ejercer un papel relevante
en procesos de dafio por I/R asociado al TH. Un reciente estudio preclinico del grupo

realizado en TH procedente de DBDs con v sin esteatosis reportd alteraciones en los
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niveles de GH en los injertos esteatdsicos asi como una exacerbaciéon del dafio
inducido por la BD y por el proceso de I/R en este tipo de higados cuando se

administré GH (Alvarez-Mercado et al. 2019).

Asi pues, se puede observar que los efectos de la GH son muy diferentes
dependiendo del tipo de patologia del higado y sus potenciales beneficios no estan
establecidos, por lo que la propuesta de nuevas investigaciones que permitan
identificar los mecanismos subyacentes a la accidn y regulacion de esta hormona en el
contexto de patologias como la esteatosis, la ALD, o la lesidon por I/R hepatica y en

diferentes condiciones quirurgicas puede resultar de interés cientifico y clinico.

Hipotdlamo

-Regulacion del NAFLD

-Regulacion de la lipogénesis
-Modulacion del sistema inmunitario
-Regulacién de la lesién por I/R
-Modulacion de la funcion hepdtica

Figura 6. Regulacion de la hormona del crecimiento y procesos fisiologicos y

patoldgicos afectados por la misma.
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo siguiente: 1) La BD asi como la presencia de esteatosis o
ALD en el donante afecta negativamente al éxito de la cirugia de TH y por consiguiente
son factores de riesgo que en ultima instancia afectan a la calidad del injerto a
trasplantar y al nUmero de érganos disponibles para trasplante; y 2) la necesidad de
resolver este problema de trascendencia cientifica, social y clinica en el TH; los

objetivos de los Estudios 1, 2 y 3 planteados en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

ESTUDIO 1

Considerando los resultados previos del grupo que demuestran los efectos
moduladores sobre la lesidn por I/R en el contexto de la PH que tiene la dieta basada
en glucosa o en la administracion de emulsiones lipidicas, las hipdtesis de partida se
definen a continuacidn. Tales estrategias podrian ejercer efectos protectores en
injertos hepaticos sanos y esteatdsicos procedentes de DBDs vy el intestino podria
contribuir a dichos efectos. Por consiguiente, los objetivos del Estudio 1 son los

siguientes:

- Evaluar los posibles beneficios resultantes de estrategias basadas en la
administracion de glucosa o de emulsiones lipidicas en el contexto del TH con
higados esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de donantes con BD.

- Evaluar si los posibles efectos beneficiosos de tales estrategias se podrian
explicar por posibles mejoras en la inflamacién y el dafio intestinal, y en caso
afirmativo evaluar si éstas son causadas por una disbiosis intestinal.

- Identificar si los efectos de los tipos de nutricion evaluados (lldmese
administraciéon de glucosa o de emulsiones lipidicas) son dependientes del

origen de la obesidad (nutricional o genética).
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ESTUDIO 2

Dada la relevancia de la molécula NRG1 en diferentes patologias hepaticas y del
sistema nervioso se podria hipotetizar que NRG1 podria tener un papel relevante en el
desarrollo del dafio por I/R en el TH de DBDs con injertos esteatdsicos. Ademas, no se
puede descartar la posibilidad de que el NRG1 pudiera ejercer una funcién moduladora
sobre PAK1 y este a su vez, sobre los factores VEGFA e IGF1, los cuales regulan la lesion
por I/R. Teniendo en cuenta tales hipdtesis los objetivos del Estudio 2 son los

siguientes:

- Evaluar el papel de NRG1 en el TH con higados esteatdsicos y no esteatdsicos

procedentes de DBDs.

- Investigar si PAK1 esta implicada en los potenciales efectos de NRG1 en el dafio

por I/R en las condiciones experimentales quirdrgicas descritas.

- Evaluar si la via de sefializacion NRG1-PAK1 puede regular VEGFA y/o IGF1 en

injertos esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a TH procedentes de DBDs.
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ESTUDIO 3

Considerando lo siguiente: a) el papel destacable de la GH en patologias como
la esteatosis y las ALD, asi como en el dafio inducido por I/R en injertos procedentes de
DBDs con esteatosis, b) que la GH es capaz de regular factores de crecimiento como el
VEGFA, y c) que el intestino es clave en la sintesis de ciertos factores de crecimiento,

los objetivos del Estudio 3 son los siguientes:

- Investigar los efectos de los factores GH, VEGFB y VEGFA en injertos hepaticos

con ALD sometidos a trasplante y procedentes de DBDs.

- Evaluar si los efectos de la GH se pueden explicar por cambios en los niveles de

los factores de crecimiento VEGFA y VEGFB.

- Evaluar la importancia del eje intestino-higado en los posibles efectos de dichos
factores de crecimiento en injertos hepaticos con ALD sometidos a trasplante y

procedentes de DBDs.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales fueron mantenidos en el estabulario de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Barcelona durante al menos dos semanas antes de realizar la
intervencion quirudrgica. Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes:
temperatura de 21-22°C, humedad relativa del 70% vy ciclos de luz-oscuridad de 12

horas.

Todos los estudios se llevaron a cabo de acuerdo con las normativas
reguladoras de la Unién Europea para modelos de experimentacion animal (Directiva

2010/63/UE).

Para la realizacién de los estudios que forman parte de la presente Tesis

Doctoral se utilizaron diferentes modelos experimentales.

1.1. Modelo experimental de esteatosis inducida genéticamente

Se utilizaron ratas macho de la cepa Zucker (Charles River, Paris, Francia). Las
ratas Zucker presentan dos fenotipos diferentes. Por una parte, las ratas heterocigotas
(fa/-) de fenotipo delgado (Lean, Ln). Estas ratas poseen receptores cerebrales de
leptina y siempre mantienen un fenotipo Ln, debido a que tienen una capacidad
normal de saciedad. Por otra parte, encontramos las ratas Zucker homocigotas (fa/fa)
de fenotipo obeso (Obese, Ob), que carecen de estos receptores cerebrales de leptina
y desarrollan obesidad a partir de las 8 semanas de edad debido al incremento en la

ingesta de alimento y a la disminucion del gasto energético. Se emplearon:

e Animales homocigotos (Ob) con infiltracion severa de grasa hepatica macro- y
microvesicular (400-450 g, 60—70% de esteatosis).
e Animales heterocigotos (Ln) sin infiltracion de grasa en el tejido hepatico (350—

400 g).
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El pienso para las ratas Zucker estaba compuesto por un 66% de polisacaridos (Teklad

Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet, ENVIGO).

1.2. Modelo de esteatosis inducida nutricionalmente

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-220 g) (Charles River, Paris, Francia)
alimentadas con una dieta deficiente en colina o una dieta estandar durante 10 dias
(Mendes-Braz et al. 2014), como modelo experimental de obesidad nutricional. Tras
los 10 dias de una dieta deficitaria en colina, se observd que al igual que las Zucker Ob
las ratas Wistar Ob tenian infiltracidn severa de grasa hepatica macro- y microvesicular

(60—70% de esteatosis).

Las ratas Wistar Ln fueron alimentadas con la misma dieta que las Zucker,
mientras que las ratas Wistar Ob fueron alimentadas con una dieta deficitaria en

Colina compuesta por 5% de polisacdridos (Dyets, Inc. Bethlem, PA, EE.UU.).

Esta ampliamente reportado que tanto el modelo de dieta deficitaria en colina
como el modelo explicado con anterioridad de esteatosis inducida genéticamente no
presentan una inflamacion asociada (Selzner et al. 2000; Jiménez-Castro et al. 2012;

Mendes-Braz et al. 2014; Koteish and Diehl 2001).

1.3. Modelo de ALD

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley (SD) macho con un peso de 200-250 g. Las
ratas fueron alimentadas con una dieta estandar (Teklad Global 14% Protein Rodent
Maintenance Diet, ENVIGO). Se indujo ALD de forma ad libitum diluyendo etanol (12%
v/v) en el agua de la bebida durante 6 semanas para inducir una toxicidad crénica
(Nevzorova et al. 2020; Radic et al. 2019). Se evalué la esteatosis (mediante tincién con
Red Qil) y la fibrosis (mediante tincién con Sirius Red y niveles de colageno-l y a-SMA
(alfa-actina del musculo liso)). Se detecté un nivel leve de esteatosis (<30% de

esteatosis) y un aumento en los marcadores de fibrosis hepatica.
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2. MODELO EXPERIMENTAL

2.1. Anestesia

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron bajo los efectos de
anestesia inhalatoria de isofluorano (Piramal Critical Care B.V., Voorschoten, Holanda)
mediante un vaporizador de uso veterinario (Mckinley Anesthetic Machines, Everest
Veterinary Technology, Barcelona, Espafia). En primer lugar, se realizd la induccién
anestésica con isofluorano al 4% y un flujo de oxigeno de 2.5-3 L/min. Posteriormente,
las ratas se mantuvieron anestesiadas con una concentracion de isofluorano al 1.5-2%,
bajando el flujo de oxigeno a 1.5-2 L/min. Al inicio de la fase anhepatica en el receptor
se interrumpid la anestesia y se volvid a reiniciar tras acabar esta fase, manteniéndose
con un 0.5-1% de isofluorano hasta finalizar la intervencion. Atendiendo al estado
anestésico en el que se observé al animal y comprobando pardmetros como la

respiracion o actos reflejos, se pudieron modificar estos parametros.

2.2. Induccidon de la muerte cerebral

Tras la anestesia, lo primero que se realizd fue localizar la traquea con tal de
facilitar la posterior traqueostomia. Posteriormente, en las ratas donantes se realizé
una trepanacién frontolateral (11mm) y se introdujo un catéter con balén de tipo
Fogarty (Fogarty 14G, Baxter HealthCare Corporation, CA, USA) en el espacio
extradural con la punta en direccion caudal. La BD se indujo por el incremento de la
presion intracraneal al inflar el balon durante 1 minuto, lo cual indujo una rapida lesién
cerebral que condujo inmediatamente a la BD, simulando una condicion comparable a
un trauma cerebral agudo aislado en el humano. Una vez confirmada la BD mediante la
ausencia del reflejo corneal y mediante el test de apnea, las ratas se mantuvieron con
respiracion asistida hasta comenzar la cirugia del donante. Con tal de mantener a la
rata en un proceso de respiracion asistida, se sometid a los donantes a una
traqueotomia y se les conecté a un ventilador mecdnico para roedores (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) con una frecuencia respiratoria de 60/min y una
mezcla de 6xido nitroso y oxigeno durante los 30 primeros minutos. Posteriormente se
cambid a una ventilacidon con oxigeno al 30% hasta el final del procedimiento (Hoeven

et al. 2000; Hoeven et al. 2001). Tras la BD se produce un marcado aumento de la
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presion sanguinea seguido de una reduccién de la misma, al igual que se observa con
la frecuencia cardiaca. La normotension (presion arterial media superior a 80mm Hg)
se mantuvo mediante al infusién salina al 0.9%, hidroxietilalmidén al 5% vy
norepinefrina a una concentracion de 0.01 mg/ml por via vena pénica con un flujo
maximo de 0.5 mL/min, iniciando este proceso 15 minutos después de la induccién de
la BD (Hoeven et al. 2001). Durante la BD se monitorizé y mantuvo la temperatura
corporal durante un periodo de 3-6 horas dependiendo del estudio antes de extraer a
los injertos hepaticos de los donantes, con la finalidad de mimetizar las condiciones
que se dan en la prdctica clinica. Durante este periodo es cuando se dan las
alteraciones fisiopatoldgicas propias de la BD que afectan de forma negativa al injerto
gue se va a someter a un periodo de isquemia fria seguido de su implante en el

receptor (Hoeven et al. 2001) (Figura 7).
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Figura 7. Induccion de la muerte cerebral. A) Localizacion de la traquea. B)
Realizaciéon de la trepanaciéon frontotemporal. C) Introduccién de un catéter con
baléon de tipo Fogarty en el espacio extradural en posicion caudal con tal de
incrementar la presion intracraneal. D) Traqueostomia con el objetivo de iniciar la

ventilaciéon mecanica.

2.3. Trasplante hepatico ortotépico

El trasplante ortotépico de higado se realizd segun la técnica del doble "cuff"
descrita por Kamada sin reconstruccién de la arteria hepatica. La técnica quirurgica
consta de 3 fases: cirugia del donante, cirugia del banco y cirugia del receptor (Kamada

et al. 1979).
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2.3.1. Cirugia del donante

Una vez anestesiada la rata con isoflurano, bajo el efecto de la anestesia
inhalatoria, se realizé una laparotomia transversal a 1 cm por debajo del apéndice
xifoides y se expuso el higado. Previamente se rasurd el abdomen de la rata y se colocd
en posicidon decubito supino limpiando el campo quirdrgico con povidona iodada. A
continuacion, se seccionaron los ligamentos hepaticos vy se liberd la vena cava inferior.
Posteriormente, se disecciond el pediculo renal derecho y se ligd la arteria y la vena
renal derecha, asi como también las venas suprarrenal y lumbar derechas. En el hilio
hepatico se separd la vena porta de la arteria hepdtica y del conducto biliar comun. Se
ligaron las ramas esplénica y pilérica de la vena porta y se canuld el conducto biliar
que se fijé con una doble ligadura de seda 6/0 (Suturas Aragd, Barcelona, Espafia).
Seguidamente se liberd y ligd la vena diafragmatica derecha y se separé la arteria aorta
de la vena cava inferior. Una vez preparado el drgano para su extraccion se canuld la
aorta y se comenzod el proceso de perfusidon del injerto. Se ocluyd la aorta toracica,
abriendo previamente el diafragma, se secciond la vena cava inferior suprahepatica
por encima del diafragma y se comenzé la perfusién del injerto con solucién UW a 4°C
(Figura 8). Una vez perfundido el higado, se procedio a su extraccién del donante y se

colocd en un bafio con solucion UW a 4°C durante 4-24 horas dependiendo del

estudio.

Figura 8. Cirugia del donante. A) Ligadura de la vena renal derecha y las venas
suprarrenal y lumbar derechas . B) Canulacién del conducto biliar. C) Canulacién de la

aorta e inicio del proceso de perfusion.
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2.3.2. Cirugia del banco

Se realizd con el fin de preparar el injerto para el implante en el animal
receptor (Figura 9). Se prepard la vena cava suprahepatica para su posterior
anastomosis en el receptor. Para realizar las anastomosis de las venas porta y vena
cava inferior infrahepatica se colocaron en ambas venas unos cuffs (estructuras
tubulares de polietileno) (Kamada et al. 1979) que evitaron realizar la anastomosis
mediante sutura continua y disminuyeron, por lo tanto, la duracién de la intervencién.
Estas estructuras permitieron que en el momento de implantar el injerto en el
receptor se pudiese introducir cada cuff dentro de la vena porta y la cava inferior

infrahepatica.

Figura 9. Cirugia del banco. Inicio de la preparacién del injerto aislado con tal de

posteriormente implantarlo en el receptor.

2.3.3. Cirugia del receptor

A todos los animales receptores se les administré 0.05 mg/kg de Buprenorfina
30 minutos antes de la cirugia y a las 12 horas posteriores. Una vez anestesiada la rata
con isoflurano (tal y como se describié anteriormente), se realizé la laparatomia y la
diseccidn del higado de igual forma que la cirugia realizada en el donante. En el hilio
hepatico se secciond el conducto biliar. Posteriormente se ocluyé mediante la
utilizacién de clamps microvasculares, la vena porta en su confluencia con la vena
esplénica y la vena cava inferior infrahepatica justo por encima de la vena renal
derecha. También se ocluyd la vena cava inferior suprahepatica con una pinza Satinsky.
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Tras estos procedimientos, se dié inicio a la fase anhepatica. La hepatectomia del
receptor se completd al seccionar las venas porta y cava inferior supra e infrahepaticas
en la parte mas proximal al érgano del receptor. El implante del injerto comenzé con la
sutura continua de la vena cava inferior suprahepatica del donante con la del receptor
(Figura 10). Previamente se perfundio el higado a trasplantar con la solucién de Lactato
de Ringer Hartmann (B. Braun Medical, Barcelona, Espafia) con tal de eliminar el
exceso de potasio de la solucidn de preservacion UW. La siguiente anastomosis que se
realizé fue la de la vena porta, introduciendo el cuff colocado en la vena porta del
injerto donante durante la cirugia del banco dentro de la vena porta del receptor
(Figura 10). Tras estas dos primeras anastomosis se procedido a la reperfusion del
injerto, liberando el clamp microvascular que ocluia la vena porta e inmediatamente
después liberando la pinza Satinsky que estaba ocluyendo la vena cava inferior
suprahepdtica. A continuacion, se realizd la anastomosis de la vena cava inferior
infrahepatica y se liberé el clamp microvascular que ocluia la vena, reconstituyendo de
esta forma el flujo sanguineo. Posteriormente se realizé la anastomosis del conducto
biliar. Por ultimo se cerrd el plano muscular y la piel abdominal con sutura continua
Para terminar la intervencion se cerrd el plano muscular y después la piel, ambos con

una sutura continua (Suturas Aragd, Barcelona, Espafia).

Figura 10. Cirugia del recetor. A) Sutura de la vena cava suprahepatica. B)

Anastomosis con la técnica del cuff.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

3.1. Disefio experimental del estudio 1

“Papel del tratamiento nutricional en el dafio hepdtico e intestinal en el trasplante
con injertos hepdticos esteatodsicos y no esteatésicos procedentes de donantes con

muerte cerebral”

Grupo 1. Sham (n =12, 6 Ln y 6 Ob). Las ratas Zucker Ob y Ln fueron anestesiadas,

ventiladas y mantenidas en normotensidn durante 6 horas.

Grupo 2. TH (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatdsicos y 6 con injertos
esteatdsicos). Las ratas Zucker Ob y Ln fueron anestesiadas, ventiladas y mantenidas
en normotension durante 6 horas. Posteriormente, los higados fueron lavados con
solucion UW, aislados, preservados en solucion UW a 4°C durante 4 horas e

implantados en ratas Zucker Ln.

Grupo 3. BD + TH (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatdsicos y 6 con injertos
esteatdsicos). Las ratas Zucker Ob y Ln fueron anestesiadas y ventiladas. Se les indujo
la BD de la forma detallada en las secciones anteriores. Posteriormente, las ratas se
mantuvieron en normotensién durante 6 horas. Por ultimo, los higados se lavaron con
solucion UW, aislados, preservados en solucion UW a 4°C durante 4 horas e

implantados en ratas Zucker Ln.

Grupo 4. BD + TH + Glucosa (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatésicos y 6
con injertos esteatdsicos). Igual que el grupo 3, excepto que en los receptores se
administré intravenosamente 5 mL de una solucion de glucosa (28%, contenido
energético 4.6 MJ/1000 mL, Sigma Aldrich, Espafia) durante 4 horas e inmediatamente

después de la implantacién del injerto hepatico en el receptor

Grupo 5. BD + TH + Lipidos (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatdsicos y 6
con injertos esteatdsicos). Igual que el grupo 3, excepto que en los receptores se

administré intravenosamente 5 mL de una solucién lipidica (10% Intralipid; 4.6
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MJ/1000 mL, Fresenius Kabi, Barcelona, Espafia) durante 4 horas e inmediatamente
después de la implantacion del injerto hepatico en el receptor. La emulsion estaba
compuesta de 52% 4cido linoleico, 22% dacido oleico, 13% acido palmitico, 8% acido
linolénico, 4% acido estearico, 1% otros acidos grasos, 8.184 g/L fosfolipidos de huevo

y 15 g/L glicerina.

Para evaluar los efectos de la administracion de lipidos y glucosa en el dano
hepatico e intestinal en TH procedentes de DBDs en el modelo experimental de
obesidad nutricional, realizamos los mismos procedimientos quirurgicos bajo las
mismas condiciones que las descritas para los grupos 1-5, pero utilizando ratas Wistar
alimentadas con una dieta deficitaria en colina (ratas Ob Wistar) en lugar de ratas Ob
Zucker, y ratas Wistar alimentadas con una dieta estandar (ratas Ln Wistar) en lugar de

ratas Ln Zucker.

Se recogieron muestras a las 4 horas después del TH. Las condiciones de este
estudio fueron seleccionadas en base a estudios previos reportados anteriormente por
diferentes autores y estudios preliminares realizados por nuestro grupo (Holecek et al.
1988; Goetze et al. 2007; Alvarez-Mercado et al. 2019). Un periodo de Cl de 4 horas es
lo suficientemente prolongado para inducir dano hepatico después del TH en injertos
hepaticos y permitir una alta tasa de supervivencia a las 4 horas después dl TH,
condicidon necesaria para evaluar los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la

lesion inducida por I/R asociada al TH y posibles dianas de accion terapedtica
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3.2. Disefio experimental del estudio 2

“El papel de la neuregulina-1 en el trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos y no

esteatdsicos procedentes de donantes con muerte cerebral”

Grupo 1. TH (n = 24 ratas): En el subgrupo 1.1 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos
esteatdsicos, 6 ratas donantes Ob Zucker y 6 ratas receptoras Ln Zucker), las ratas Ob
Zucker fueron anestesiadas, ventiladas y mantenidas en normotension durante 6
horas. Los higados fueron posteriormente lavados con solucién de UW, aislados,
preservados en solucion UW a 4°C durante 4 horas e implantados en ratas Ln Zucker.
En el subgrupo 1.2 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos no esteatdsicos, 6 ratas
donantes Ln y 6 ratas receptoras Ln), se repitié el mismo procedimiento quirurgico,

pero con ratas Ln Zucker como donantes y receptoras.

Grupo 2. BD + TH (n = 24 ratas): En el subgrupo 2.1 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con
injertos esteatdsicos, 6 ratas donantes Ob Zucker y 6 ratas receptoras Ln Zucker), las
ratas Ob Zucker fueron anestesiadas y ventiladas. Se les indujo la BD de la forma
detallada en las secciones anteriores. Las ratas se mantuvieron en normotension
durante 6 horas. Posteriormente, los higados fueron lavados con solucion UW,
aislados, preservados en solucién UW a 4°C durante 4 horas e implantados en ratas Ln
Zucker. En el subgrupo 2.2 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos no esteatédsicos, 6
ratas donantes Ln y 6 ratas receptoras Ln), se repitid el mismo procedimiento

quirurgico de BD y TH, pero con ratas Ln Zucker como donantes y receptoras.

Grupo 3. BD + anti-NRG1 + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con la
administracién de un anticuerpo frente a NRG1 (10 mg/kg, i.v.) (Dominguez et al. 2018;

Petrinovic et al. 2010) inmediatamente después de la induccién de la BD.

Grupo 4. BD + inhibidor de PAK1 + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con
la administracidon de un inhibidor altamente especifico de PAK1 (IPA-3 (4 mg/kg, i.v.)

(Jagadeeshan et al. 2016)) inmediatamente después de la induccion de la BD.

Grupo 5. BD + anti-NRG1 + IGF1 + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con la

administracion de un anticuerpo frente a NRG1 (10 mg/kg, i.v.) (Dominguez et al. 2018;
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Petrinovic et al. 2010) y con IGF1 (400 pg/kg i.v.) (Casillas-Ramirez et al. 2009),

inmediatamente después de la induccién de la BD.

Grupo 6. BD + inhibidor de PAK1 + IGF1 + TH (n = 12 ratas): Igual que en el subgrupo
2.1 pero con la administracion de un inhibidor altamente especifico de PAK1 (IPA-3 (4
mg/kg, i.v.) (Jagadeeshan et al. 2016)) y con IGF1 (400 pg/kg i.v.) (Casillas-Ramirez et

al. 2009), inmediatamente después de la induccion de la BD.

Grupo 7. BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con
la administracion de un anticuerpo frente a NRG1 (10 mg/kg, i.v.) y con VEGFA (10
ug/kg, i.v.) (Bockhorn et al. 2007; Gu et al. 2013), inmediatamente después de la

induccion de la BD.

Grupo 8. BD + inhibidor de PAK1 + VEGFA + TH (n = 12 ratas): Igual que en el subgrupo
2.2 pero con la administracién de un inhibidor altamente especifico de PAK1 (IPA-3 (4
mg/kg, i.v.) (Jagadeeshan et al. 2016)) y con VEGFA (10 pg/kg, i.v.) (Bockhorn et al.

2007; Gu et al. 2013), inmediatamente después de la induccién de la BD.

Grupo 9. BD + NRG1 + LT. Este grupo se divide en dos subgrupos. Subgrupo 9.1 BD +
NRG1(a) + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2 pero tratadas con NRG1 a una
dosis de 200 pg/kg, i.v. (Ennequin et al. 2015) inmediatamente después de la induccion
de la BD. Subgrupo 9.2 BD + NRG1(b) + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2 pero
tratadas con NRG1 a una dosis de 400 pg/kg, i.v. (Ennequin et al. 2015)

inmediatamente después de la induccion de la BD.

Se recogieron muestras 4 horas después del TH. Las condiciones del estudio,
incluidas las dosis y los tiempos de pre-tratamiento utilizados para los diferentes
farmacos, se seleccionaron en base a los estudios previos mencionados anteriormente
y estudios preliminares de nuestro grupo. Un periodo de Cl de 4 horas es lo
suficientemente prolongado para inducir dafio hepatico después del TH en injertos
hepaticos y permite una alta tasa de supervivencia a las 4 horas después de LT. Asi, las
condiciones experimentales utilizadas en este estudio fueron las mas apropiadas para

evaluar el efecto de NRG1 en la lesion y proliferacién celular, asi como las vias de
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senalizacion de NRG1 en TH de injertos esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de

DBDs.

Para investigar el origen de NRG1, se realizaron los siguientes grupos
experimentales y se recogieron muestras tras la realizacion de los siguientes

procedimientos:

Grupo 10. Sham (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales fueron sometidos sdlo

a anestesia y laparotomia.

Grupo 11. Pre-TH (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales fueron anestesiados,
y los higados se lavaron con la solucién de UW, aislados y mantenidos en Cl en la

solucion UW a 4°C durante 4 horas.

Grupo 12. BD (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales fueron sometidos a
anestesia y ventilacion mecdanica. Después de la induccién de la BD, las ratas se
mantuvieron en normotension durante 6 horas. En este grupo experimental, las

muestras se recogieron a los 10 minutos, 1, 2 y 6 horas después de la induccién de BD.

Grupo 13. BD + Cl (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales se mantuvieron en
anestesia y ventilacion mecdanica. Después de la induccién de la BD, las ratas se
mantuvieron en normotension durante 6 horas. Luego, los higados se lavaron con la

solucion de UW, se aislaron y se mantuvieron en Cl en la solucion UW durante 4 horas.

Para evaluar los efectos de NRG1 en el TH procedente de DBDs en el modelo
experimental de obesidad inducida nutricionalmente, realizamos los mismos
procedimientos quirdrgicos en las mismas condiciones que los descritos para los
grupos 1-9, pero utilizando ratas Wistar alimentadas con una dieta deficiente en colina
(ratas Ob Wistar) en lugar de ratas Ob Zucker, y ratas Wistar alimentadas con la dieta
estandar (ratas Ln Wistar) en lugar de ratas Ln Zucker. Al igual que para el resto de

grupos, se recogieron muestras 4 horas después del TH.
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3.3. Disefio experimental del estudio 3

“Relevancia del eje GH-VEGFB/VEGFA en injertos hepdticos procedentes de donantes
con muerte cerebral con enfermedad hepadtica relacionada con el consumo de

alcohol”

Grupo 1. Cont. 1 (n=6): Ratas con ALD.

Grupo 2. BD (n=6): Se les indujo 1aBD de la forma detallada en las secciones anteriores.

Las ratas se mantuvieron normotensas durante 6 horas.

Grupo 3. BD + GH (n=6): lgual que el grupo 2, pero se administro6 GH recombinante
(100-40, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts, USA) via intravenosa

justo después de BD (0.1 mg/kg).

Grupo 4. BD + VEGFB (n=6): Igual que el grupo 2, pero se administré6 VEGFB
recombinante (100-20B-100UG, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts,

USA) via intravenosa justo después de BD (5 pg/kg).

Grupo 5. BD + VEGFA (n=6): lgual que el grupo 2, pero se administr6 VEGFA
recombinante (100-20-100UG, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts,

USA) via intravenosa justo después de BD (5 pg/kg).

Grupo 6. BD + GH + Anti-VEGFR1 (n=6): Igual que el grupo 3, pero se administrd un
anticuerpo contra VEGFR1 (BS-0170R-100UL, Bioss Inc., de Woburn, Massachusetts,

USA) via intravenosa justo después de BD (10 mg/kg).

Grupo 7. ALD + BD + GH + Anti-VEGFR1 + Anti-VEGFR2 (n=6): Igual que el grupo 6, pero
se administré un antagonista contra VEGFR2 (orb61120, Biorbyt de Cambridge, UK) via

intravenosa (2.5 mg/kg)

Se recolectaron muestras de tejido y plasma 3 horas después de la induccion de
BD y se congelaron inmediatamente a -802C. Las muestras de higado se fijaron en una
solucion de formaldehido tamponado al 4% durante la noche a 4°C y en OCT para

realizar determinaciones histolégicas e inmunohistoquimicas pertinentes.
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Todas las dosis de los diferentes compuestos administrados en este estudio se

determinaron en base a estudios previos y datos preliminares obtenidos por nuestro

grupo.
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4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS
4.1. Transaminasas

Las transaminasas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa
(ALT) son enzimas citoplasmaticas que encontramos en abundancia en las células
hepaticas con una funcién de metabolismo de los aminoacidos, las cuales realizan la
conversion de un aminodcido en un acido carboxilico. En condiciones normales, estas
enzimas se encuentran en el citoplasma, pero en el contexto de una lesién hepatica
estas enzimas que se encuentran en el citoplasma son liberadas a la circulacion. De
este modo, la determinacién de los niveles de estas enzimas resulta util como

parametro de la lesidon hepatica midiendo los niveles en plasma.

Su actividad enzimatica se determiné mediante un kit comercial (Gernon, Sant
Joan Despi, Espafia) basado en un ensayo enzimatico que mide la conversién de la
nicotinamida adenina dinucleétido en su forma reducida (NADH) mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 365 nm atendiendo a las siguientes

reacciones bioquimicas:

Para la AST:
AST
2-Oxoglutarato + L-Aspartato ———> Oxalacetato + L-Glutamato
MDH

Oxalacetato + NADH + HH —m8M8m > D-Malato + NAD'

Para la ALT:

ALT
2-Oxoglutarato + L-Arginina —— >  Piruvato + L-Glutamato

5 LDH .
Piruvato + NADH + H —_— D-Lactato + NAD

Ddénde el NAD+ corresponde a la nicotinamida adenina dinucledtido oxidada.

Su actividad enzimatica se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante

(Gernon, Sant Joan Despi, Espaiia).
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4.2. Ensayo de malondialdehido

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidacién
lipidica y se utilizd como parametro indirecto para determinar los niveles de estrés
oxidativo. Los niveles de MDA se determinaron en muestras de tejido mediante el
método del acido tiobarbiturico (TBA). Para esto, se homogeneizaron muestras de
tejido congelado en 2 ml de tampdn Tris a pH 7. Para la precipitacién de proteinas, se
afiadieron 0.25 ml de acido tricloroacético (TCA) al 40% a 0.25 ml del homogeneizado.
Después de mezclar y centrifugar a 3,000 g durante 15 minutos a 4°C, se afiadieron
0.25 ml de solucién de TBA al 0.67% al sobrenadante, y esta mezcla se hirvié durante
15 minutos ya que en condiciones acidas y a altas temperaturas el MDA reacciona con
el TBA para formar el complejo MDA-TBA, cuantificable por espectrofotometria.
Seguidamente, se realizo la lectura de la densidad dptica a 530 nm (Casillas-Ramirez et

al. 2023).

Para la elaboracién de la recta patron, se prepard un estandar de MDA
disolviendo 120 pul de 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
en 50ml de HCI 0.1M. Esta solucion se calentd durante una hora a 50°C y se mantuvo a
4°C durante 24 horas. Los estandares y el blanco fueron sometidos al mismo
procedimiento que las muestras a partir del tratamiento con TCA, hasta que se

realizaron las lecturas pertinentes a 530 nm.

4.3. Actividad de la mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima presente en los granulos
citoplasmaticos de los neutréfilos, y se emplea como indicador de la infiltracion y
actividad neutrofilica en el tejido hepatico inflamado. Esta enzima cataliza la

produccién de acido hipocloroso a partir del peréxido de hidrégeno.

Se determinaron los niveles tisulares de mieloperoxidasa (MPQO) mediante
fotometria utilizando un sustrato de 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). Con tal fin, se
homogeneizaron los tejidos en tampdn fosfato (0.05 M KH;PO4, pH 6) con 0.5% de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTBA). Posteriormente se sonicaron durante 30
segundos al 20% de potencia. Después de pasar por tres ciclos de
congelacion/descongelacion en hielo seco, las muestras se incubaron durante 2 horas
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a 60°C para eliminar la actividad de las peroxidasas no especificas e inhibidores de
MPO que pudieran afectar tal determinacién. Después de la incubacion, las muestras
se centrifugaron durante 12 minutos a 4,000 g a 4°C, y posteriormente se recuperd el
sobrenadante. A continuacién, se anadieron 10 pl de reactivo de TMB disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO) (5 mg/ml) a 10 pl del sobrenadante. A tiempo cero (t:0), se
afiadieron 70 pl de tampdn fosfato (8 mM KH2PQO4, pH 5.4) con 0.05% de H.0, y se
determinaron las actividades enzimaticas de MPO, mediante la lectura de la
absorbancia durante 10 minutos a una longitud de onda de 630 nm (Casillas-Ramirez

et al. 2023).

4.4. Proteinas totales

La concentracion de proteinas totales en tejido se determind mediante el
método colorimétrico de Bradford, utilizando un reactivo comercial de BioRad
(Richmon, CA, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Este ensayo se basa en
la reaccién de las proteinas totales presentes en la muestra a analizar con una solucién
acida del colorante azul de Coomassie. La concentracidon de proteinas es directamente
proporcional a la absorbancia medida a una longitud de onda de 595 nm. Se utilizd una

solucidn de albumina de suero bovino (BSA) como curva estandar.

4.5. Ensayos inmunoenzimaticos y colorimétricos
4.5.1. Ensayos de marcadores inflamatorios

Las muestras de tejido fueron homogeneizadas en una solucién tampdn fosfato
salino (PBS) 1X, pH 7 durante 60 segundos, utilizando un homogeneizador denominado
Polytron. Posteriormente, se centrifugaron a 5000 g a una temperatura de 4°C durante
15 minutos. Se recogio el sobrenadante, se determind la concentracién de proteinas
segun el procedimiento descrito en la seccién anterior, y se almacenaron las muestras

a -80°C para las determinaciones correspondientes.

Para evaluar la respuesta inflamatoria en los diferentes estudios se evaluaros
los niveles de diversos marcadores pro y antiinflamatorios mediante kits ELISA (Ensayo
por inmunoadsorcion ligado a enzimas). En esta técnica, los pocillos de la placa estan

recubiertos con anticuerpos especificos para el marcador que se desea cuantificar. Se
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afladen las muestras o los estandares a los pocillos, por lo que de esta forma los
antigenos se unen al anticuerpo especifico. Posteriormente, se agrega una solucién de
anticuerpo biotinilado especifico el cual se unira a la proteina de la muestra ya unido al
anticuerpo inmovilizado en el pocillo, formando un "sdndwich". Seguidamente, se
afiade el conjugado avidina-HRP (peroxidasa de rabano), que se une al anticuerpo
biotinilado mediante la interaccion avidina-biotina, y se incorpora la solucién sustrato,
que dard una coloracion azul directamente proporcional a la cantidad de antigeno
presente en la muestra. Para detener la reaccion, se usa una solucién de parada que
produce una coloracidon amarilla y permite leer espectrofotométricamente la densidad

Optica a 450 nm.

Por una parte, se evaluaron segun el objetivo de estudio los niveles de IL-1B e
IL-10 en tejido. Se utilizaron kits ELISA (E-EL-RO016 de MyBioSource, Inc., San Diego,
CA, EE.UU. para la IL-10 y ab100768 de Abcam, Cambridge, UK para la IL-1B), los cuales
se realizaron segun las instrucciones del fabricante. Como ya se ha descrito en
secciones anteriores, la IL-1 B es una citoquina altamente pro-inflamatoria e IL-10 una

IL con capacidades anti-inflamatorias.

En tejido se evaluaron los niveles de TNF-a, LPS y TLR4 (Toll-like receptor 4),
que como ya se describid con anterioridad, son sustancias que causan el desarrollo de
procesos inflamatorios. Se utilizaron kits ELISA para la determinacion de los niveles de
las 3 sustancias siguiendo las instrucciones del fabricante (ab100785 de Abcam,
Cambridge, UK para TNF-a y MBS268498 y MBS705486 de MyBioSource, Inc., San
Diego, CA, EE.UU. para LPS y TLR4 respectivamente).

4.5.2, Determinacion de marcadores de daro celular

Se evaluaron diferentes marcadores de dafio celular incluyendo marcadores de

dano endotelial, apoptosis y fibrosis.

Se determinaron los niveles de bilirrubina. La bilirrubina es un producto
formado por la degradacién del grupo hemo en tejido hepatico, donde se conjuga con
el acido glucurdnico y es segregada a la bilis. Sus altos niveles en plasma son

indicativos de lesién hepdtica y/o obstruccion de los conductos biliares. En el torrente
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sanguineo, la bilirrubina puede circular en forma no conjugada insoluble (forma

indirecta) o conjugada con acido glucurdnico soluble (forma directa).

Hemo Biliverdina
oxigenasa reductasa . .
Grupo Hemo Biliverdina Bilirrubina
0. Fe'+ CO NADPH + H* NADP*
NADPH + H* NADP+*

La deteccion de bilirrubina total en muestras de plasma se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante mediante un kit comercial (MBS730053 de MyBioSource,

Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

La fosfatasa alcalina (ALP) es una enzima que facilita la hidrdlisis de ésteres de
fosfato en condiciones alcalinas, produciendo fosfato organico e inorganico. Las
variaciones de sus niveles asi como de su actividad enzimatica se han relacionado con
diversas enfermedades hepaticas y trastornos biliares (Rafagat et al. 2023). La
actividad de la ALP se midio utilizando un kit colorimétrico comercial (ab287823 de
Abcam, Cambridge, UK), el cual se basa en el cambio de color del p-nitrofenil fosfato
(pNPP) al ser desfosforilado a p-nitrofenol (pNP) por la ALP que se mide a una longitud

de onda de 405 nm. El proceso se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.

La LDH es una enzima que cataliza la formacién de lactato por el piruvato y
viceversa y sus niveles se ven incrementados debido a dafio tisular. Los niveles
plasmaticos de esta enzima se determinaron mediante un kit ELISA siguiendo las

instrucciones del proveedor (MBS2018912 MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

Se cuantificaron los niveles en plasma del factor de Von Willebrand (VWF)
(MBS703460 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.) y del HA (acido hialurdnico)
(MBS162865 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.). El vVWF es una glicoproteina
con funciones homeostaticas cuyos niveles aumentan en el torrente sanguineo como
indicativo de dafio endotelial. Por otra parte, el HA es un glucosaminoglicano no
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sulfatado que se encuentra en la matriz extracelular importante en procesos de
migracion y adhesion celular, asi como en el establecimiento de interacciones con
sustancias extracelulares. Niveles aumentados en el torrente sanguineo son también
indicativos de dafio endotelial y/o disfuncidén vascular. Se evaluaron sus niveles

mediante kits ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de colageno-l, a-sma y TGF-B se midieron en tejido hepatico
también mediante kits ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (ab285314 de
Abcam, Cambridge, UK para el colageno-l, MBS266620 de MyBioSource, Inc., San
Diego, CA, EE.UU. para el a-sma y MBS260302 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA,
EE.UU. para TGF-B). Dichos marcadores se ven aumentados en tejido hepatico en

presencia de procesos que cursan con fibrosis.

Por ultimo, para evaluar la muerte celular por apoptosis, se evalud en tejido la
actividad caspasa-3. Se trata de una proteina efectora de las vias apoptéticas, cuya
actividad se ve incrementada en tejidos que sufren este tipo de muerte celular. Este
ensayo se realizd mediante un kit colorimétrico siguiendo las instrucciones del

fabricante (ab39401 de Abcam, Cambridge, UK).

4.5.3. Marcadores de regeneracion

Como potenciales marcadores regenerativos se analizaron los niveles de HGF y
Ki-67. Sus niveles se cuantificaron en tejido mediante kits ELISA atendiendo a las
instrucciones del fabricante (MBS177216 y MBS705024 de MyBioSource, Inc., San
Diego, CA, EE.UU. para HGF y Ki-67 respectivamente). Dichos marcadores se ven

aumentados en tejido hepatico con una alta capacidad regenerativa.

4.5.4. Marcadores de actividad metabdlica

Los niveles tisulares de ATP y lactato fueron analizados con tal de identificar y
definir la actividad metabdlica. Por una parte, la cuantificacion de los niveles de lactato
se realizd6 mediante un kit colorimétrico siguiendo las instrucciones del fabricante (E-
BB-K044-S de Elabscience Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China). Por otra parte, los
niveles tisulares de ATP se midieron mediante kit ELISA atendiendo también a las

instrucciones del fabricante (MBS166244 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.).
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Se evaluaron también mediante kit ELISA los niveles tisulares de glicdgeno segun las

instrucciones del fabricante (MBS729293 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

Se evalué en tejido hepatico el perfil lipidico, cuantificando los niveles de FFAA
(acidos grasos), TGs y TC (colesterol total) mediante kits ELISA atendiendo a las
instrucciones del fabricante (FFAA: MBS266907; TGs: MBS2515791; TC: MBS2600008
de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Los niveles de fosfolipidos en tejido
hepdtico se cuantificaron mediante un ensayo colorimétrico (MAK122-1KT de Sigma

Aldrich, Sant Louis, MO, EE.UU.).

4.5.5. Ensayo inmunoenzimatico de las vias de senalizacidn estudiadas

Para evaluar el papel de las vias implicadas en los diferentes estudios de la
presente tesis se han evaluado los niveles de GH, VEGFA, VEGFB, NRG1, PAK1 e IGF-1
en tejido y plasma. Todos sus niveles fueron cuantificados mediante kit ELISA
atendiendo a las instrucciones del fabricante (E-EL-R3003 de Elabscience
Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China para GH, E-EL-R2603 de Elabscience
Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China para VEGFA, MBS269676 de MyBioSource, Inc.,
San Diego, CA, EE.UU. para VEGFB, E-EL-R0790 de Elabscience Biotechnology Co., Ltd.,
Wuhan, China para NRG1, MBS2887909 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EEUU
para PAK1 y E-EL-R3001 de Elabscience Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China para
IGF-1).

5. EXTRACCION DE ARN, RETROTRANSCRIPCCION Y qPCR

El ARN (4cido ribonucleico) total se aislé del tejido congelado utilizando el
reactivo TRIzol (15596026 de Invitrogen, Madrid, Espafia), se cuantificd con un
espectrofotémetro NanoDrop 1000 y se retrotranscribi6 a ADNc (ADN
complementario) utilizando el kit “High Capacity c¢cDNA Reverse Transcription”
(4374966 de ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se
realizé la qPCR con la mezcla “TagMan Universal PCR Master Mix” (4304437 de
ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un sistema de
deteccion ABI PRISM 7900 HT, utilizando sondas TagMan preconfiguradas Assays-on-
Demand (Rn01511602_m1 para VEGFA, Rn01454585 g1 para VEGFB vy
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Rn00667869 _m1 para B-actina como control enddégeno, de ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.) segun el protocolo del fabricante. Para evaluar los resultados

finalmente se aplico el método de 2-AACT (Livak et al. 2001).

6. PERMEABILIDAD VASCULAR

La permeabilidad vascular se midid mediante el uso del método de Evans Blue.
Se administrd por via i.v. a las ratas tincion de Evans Blue diluido en un 0.9% - NaCl.
Tres horas después de la administracion los animales fueron sacrificados con tal de
evaluar la integridad de la barrera intestinal (Schafer et al. 2019). La integridad de la
barrera se evalu6 mediante métodos establecidos utilizando el test de Miles
modificado, el cual revelé6 cambios en la acumulacion del Azul de Evans en el tejido

(Dahlborg et al. 1998; Schéfer et al. 2019).

7. TECNICAS HISTOLOGICAS

7.1. Técnicas de inmunohistoquimica

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4%
(Panreac, Barcelona, Espafia) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en
PBS 1X, hasta su inclusién en parafina. Se realizaron cortes histolégicos de 3 um de
grosor, que posteriormente se desparafinaron con xilol y se hidrataron con soluciones
de etanol a concentraciones decrecientes para ser sometidos a la posterior
inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica de PCNA (Agilent, Santa Clara, CA,
EE.UU.) se llevd a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision + System, peroxidase

(DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Inicialmente, se bloquearon las peroxidasas enddgenas de la muestra con una
dilucion 1:10 de H;02 al 30% en metanol. Se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente durante toda la noche. Al dia siguiente, tras diversos lavados con
tampon Tris y la posterior incubacién de las muestras con el anticuerpo secundario, se
trataron los cortes con DAB (diaminobenzidina), el sustrato cromdgeno que tifie de
marrdn las células positivas. Finalmente, los cortes histoldgicos fueron tefiidos con
hematoxilina para realizar una tincién de contraste antes de realizar el montaje de las

muestras.
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El indice de proliferacion de las biopsias tefiidas con PCNA se determind en 30
campos de gran aumento. Los datos se expresaron como el porcentaje de células

tefiidas con PCNA respecto al nimero total de células.

7.2, Daiio hepatico

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4%
(Panreac, Barcelona, Espafia) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en
PBS 1X, hasta su inclusion en parafina. Se realizaron cortes histolégicos de 3 um de
grosor y se realizd una tincidn por hematoxilina-eosina siguiendo los procedimientos

convencionales (Cardiff et al. 2014).

Como parametro de lesidon hepatica para el estudio 1 y 2 se realiz6 una
puntuacion histolédgica a ciegas utilizando una escala del 1 al 4: grado 0, evidencia
minima o nula de lesién; grado 1, lesidn leve consistente en vacuolizacién
citoplasmatica y focos de picnosis nuclear; grado 2, lesion moderada a severa con
picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmatica y pérdida de los bordes
intercelulares; grado 3, necrosis severa con desintegracion de los cordones hepaticos,
hemorragia e infiltracion de neutrodfilos; y grado 4, necrosis muy severa con
desintegracién de los cordones hepaticos, hemorragia e infiltracién de neutrdfilos

(Serafin et al. 2002).

Como pardmetro de evaluacién de la lesion hepatica para el ultimo estudio, se
examino el estado de los sinusoides segun lo descrito por Behrends et al. (Behrends et
al. 2010). Las secciones fueron evaluadas en una escala del 0 al 4 para los siguientes
factores a tener en cuenta: dilatacion sinusoidal, congestidn sinusoidal, atrofia, fibrosis
perisinusoidal, fibrosis portal e inflamacion portal. Se contaron al menos 30 campos de

gran aumento y al menos cuatro secciones por muestra de higado.

7.3. Grado de esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica se evalud6 mediante tincion con Oil Red en tejido
hepatico en secciones de OCT (Temperatura 6ptima de corte). Tras la realizacion de
cortes histolégicos de 5 um de grosor se realizd la tincidn por Oil Red siguiendo los

métodos establecidos (Du et al. 2023). Las secciones se fijaron en formalina al 10%.
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Posteriormente, las muestras se colocaron en propilenglicol al 100% vy se tifieron en
una solucion de Oil Red al 0.5% en propilenglicol durante 30 minutos. Finalmente, las
[dminas se trasladaron a una solucién de propilenglicol al 85% durante 1 minuto antes
de ser tefiidas con hematoxilina. Se contaron al menos 30 campos de gran aumento y
al menos cuatro secciones por muestra de higado. El grado de severidad de la
esteatosis se evalud segun tres categorias diferentes: leve (<30% de los hepatocitos
con gotas lipidicas), moderada (30-60% de los hepatocitos con gotas lipidicas) y grave

(>60% de los hepatocitos con gotas lipidicas) (Mdnica B. Jiménez-Castro et al. 2017).

7.4. Grado de fibrosis hepatica

Para estudiar el grado de fibrosis hepatica se realizé la tincidon de Sirius Red,
gue marca las fibras de colageno-I. Al igual que para la inmunohistoquimica y la tincién
por hematoxilina-eosina, el tejido se fij6 en paraformaldehido tamponado al 4%
(Panreac, Barcelona, Espaiia) durante 24 horas y posteriormente se mantuvo en PBS
1X, hasta su inclusion en parafina. Se realizaron cortes histoldgicos de 3 um de grosory
se realizd la tincién de Sirius Red mediante los procedimientos convencionales
establecidos (Segnani et al. 2015). Se contaron al menos 30 campos de gran aumento y

al menos cuatro secciones por muestra de higado.

7.5. Dano de la mucosa intestinal

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4%
(Panreac, Barcelona, Espafia) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en
PBS 1X, hasta su inclusion en parafina. Se realizaron cortes histolégicos de 3 um de
grosor y se realizd una tincidon por hematoxilina-eosina siguiendo los procedimientos

convencionales (Cardiff et al. 2014).

El dafio de la mucosa intestinal se evalud utilizando el Score de Chiu (Chiu et al.
1970), atendiendo a la siguiente escala: grado 0, vellosidades de la mucosa normales;
grado 1, desarrollo de espacios subepiteliales de Gruenhagen en la punta de las
vellosidades, con congestion capilar; grado 2, extension del espacio subepitelial con
elevacion moderada del epitelio; grado 3, elevacién masiva del epitelio, posiblemente
con algunas vellosidades desnudadas; grado 4, vellosidades desnudadas con la [dmina

propia y capilares dilatados expuestos; grado 5, digestion y desintegracién de la [dmina
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propia, con ulceracion y hemorragia. Se contaron al menos 30 campos de gran

aumento y al menos cuatro secciones por muestra de intestino.

7.6. Tincion de TUNEL

Se utilizé un kit de ensayo TUNEL para identificar células apoptdticas (nucleos o
cuerpos apoptoticos) mediante un kit de deteccion de fragmentacion del ADN
(ab206386 de Abcam, Cambridge, Reino Unido) usando secciones desparafinadas de
unos 3 um de grosor de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se contaron al
menos 30 campos de gran aumento y al menos cuatro secciones por muestra de

higado.

8. EDEMA

Las muestras de tejido se pesaron y se colocaron en un horno de secado a una
temperatura de 55°C, donde fueron pesadas periddicamente hasta que se obtuvo un
peso constante. El edema hepatico se representa como el incremento en la relacién

peso hiumedo/peso seco (Peralta et al. 1999).

9. ESTUDIO ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con Prism 10.0.2 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.). Todos los resultados se
expresaron como media * error estandar de la media. Los resultados se compararon
mediante ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey. Para las comparaciones
entre solo dos grupos se realizd la prueba t de Student. Se consideraron significativas

las diferencias con valores de p <0.05.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO 1: PAPEL DEL TRATAMIENTO NUTRICIONAL EN EL DANO HEPATICO E
INTESTINAL EN EL TRASPLANTE CON INJERTOS HEPATICOS ESTEATOSICOS Y
NO ESTEATOSICOS PROCEDENTES DE DONANTES CON MUERTE CEREBRAL

1.1. Efectos de la administracion de lipidos y glucosa en el dafio hepatico en el
TH con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental
de obesidad inducida genéticamente

Se observé un dafo hepatico exacerbado en el grupo BD + TH (transaminasas,
ALP vy bilirrubina) asi como en las células endoteliales, evaluado por los niveles de vWF
y HA, tanto en injertos esteatdsicos como no esteatdsicos, en comparacion con los
resultados del grupo TH. Se estudid la relevancia del tratamiento con lipidos o glucosa
en el dafio hepatico asociado al TH con higados no esteatdsicos y esteatdsicos
procedentes de DBDs. Se observé que la administracion de glucosa (grupo BD + TH +
Glucosa) no indujo ningin cambio en la lesién en ninguno de los tipos de injertos, ya
gue no modificé los niveles de transaminasas, ALP, bilirrubina, VWF o HA, en
comparacion con el grupo BD + TH (Figura 11). No obstante, la administracion de
lipidos (grupo BD + TH + Lipidos) si protegid frente al dafio hepatico, pero solo en
presencia de esteatosis. Este hallazgo se reflejé en la reduccién significativa de los
niveles de los diferentes marcadores de dafo hepatico y endotelial, en comparacién
con los resultados del grupo BD + TH. En los grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD +
TH + Lipidos, tras la evaluacién histoldgica de higados sin esteatosis, se observaron
areas de necrosis coagulativa moderada e infiltracion de neutréfilos. Por otra parte, en
los injertos esteatdsicos de los grupos BD + TH y BD + TH + Glucosa, se observaron
areas extensas y confluentes de necrosis coagulativa severa. En las muestras del grupo
BD + TH + Lipidos, se observé una reduccidn en la extensidon y en el nimero de areas
necrdticas tanto en higados esteatdsicos como no esteatdsicos. Estos resultados se

evidenciaron por la puntuacion obtenida en el grado de lesidon hepatica (Figura 11).
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Figura 11. Efectos de la glucosa y los lipidos en el dafno hepatico en trasplante

hepatico (TH) con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental

de obesidad inducida genéticamente. (A) AST y ALT en plasma, y grado de lesion

hepdtica en tejido hepatico. (B) Fosfatasa alcalina (ALP) y bilirrubina en plasma. (C)

Factor von Willebrand (vVWF) y 4cido hialurdnico (HA) en plasma. * p < 0.05 vs. Sham. +

p < 0.05vs. TH. # p < 0.05 vs. Muerte cerebral + Trasplante hepatico (BD + TH). DBD,

Donantes después de muerte cerebral.
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1.2. Maecanismos de accion implicados en los efectos de la glucosa y los lipidos
en higados esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental de
obesidad inducida genéticamente

Se observd que en los grupos BD + TH+ Glucosa y BD + TH+ Lipidos los niveles
de ATP y glucdgeno en los injertos no esteatdsicos fueron similares al grupo BD + TH.
Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ATP vy
glucdgeno hepaticos en higados esteatdsicos, entre los grupos BD + TH + Glucosa y BD
+ TH. No obstante, los niveles de ATP y glucdgeno en los higados esteatdsicos del
grupo BD + TH + Lipidos fueron mayores que los del grupo BD + TH (Figura 12). Por
ultimo, mientras que los niveles de FFA, TGs y TC fueron similares en todos los grupos,
se evidencié un aumento en los niveles de fosfolipidos en los injertos del grupo BD +

TH + Lipidos en comparacién con el grupo BD + TH (Figura 12).
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Figura 12. Efectos de la glucosa y los lipidos en el ATP, glucégeno y perfil lipidico en
trasplante hepatico (TH) con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo
experimental de obesidad inducida genéticamente. (A) Contenido de ATP y glucégeno
en tejido hepatico. (B) FFA, triglicéridos, colesterol total y fosfolipidos en tejido
hepdtico. * p < 0.05 vs. Sham. + p < 0.05 vs. Trasplante hepdtico (TH). # p < 0.05 vs.

Muerte cerebral + Trasplante hepatico (BD + TH). DBD, Donantes después de muerte

cerebral.
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A continuacion, se evalud si, ademas de los beneficios observados en términos
de marcadores de metabolismo energético (ATP, glucégeno y fosfolipidos) inducidos
por el tratamiento con lipidos en injertos esteatdsicos, los cambios en los factores de
crecimiento (HGF y VEGFA) podrian explicar también los beneficios ofrecidos por dicho
tratamiento en presencia de esteatosis. Observamos que los niveles de los 3 factores
de crecimiento estudiados en tejido hepatico no esteatdsico fueron similares en los
grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD + TH + Lipidos (Figura 13). De igual manera, en
los higados esteatdsicos del grupo BD + TH + Glucosa los niveles de HGF y VEGFA
fueron similares a los del grupo BD + TH. Sin embargo, los higados esteatdsicos del
grupo BD + TH + Lipidos tenian niveles mas altos de HGF y VEGFA, indicando un mayor

indice de regeneracién (Figura 13).
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Figura 13. Efectos de la glucosa y los lipidos sobre HGF y VEGFA en trasplante
hepatico (TH) con higados esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental
de obesidad inducida genéticamente en tejido hepatico. * p < 0.05 vs. Sham. + p <
0.05 vs. Trasplante hepatico (TH). # p < 0.05 vs. Muerte cerebral + Trasplante hepatico

(BD + TH). DBD, Donantes después de muerte cerebral.
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1.3. Relevancia del intestino en los efectos de la administracion de lipidos y
glucosa en el dafio hepatico en el TH con injertos esteatdsicos y no
esteatdsicos en un modelo experimental de obesidad genéticamente

Debido a la importancia del eje intestino-higado, consideramos la posibilidad de
que los efectos beneficiosos de los lipidos en el dafio hepatico pudieran ser debidos a
la mejora en los parametros inflamatorios en intestino. Esta hipotesis fue descartada
ya que todos los parametros indicadores de inflamacién y dafio intestinal (LPS,
permeabilidad vascular, LDH, dafio en la mucosa, TLR4, TNFa, IL1B, IL10, MPO, MDA y
formacién de edema) en el grupo BD + TH + Lipidos fueron similares a los del grupo BD
+ TH (Figura 14). De hecho, no se observaron diferencias significativas en los
parametros de inflamacién intestinal y dafio al comparar el control sham, TH y BD +
TH, descartando de esta forma una especial relevancia de este eje en los efectos de la
glucosa y de las emulsiones lipidicas sobre los injertos hepaticos esteatdsicos y no

esteatosicos
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Figura 14. Efectos de la glucosa y los lipidos en la inflamacion y dafio intestinal en
trasplante hepatico (TH) con higados esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo
experimental de obesidad genéticamente. (A) LPS en plasma, permeabilidad vascular,
LDH y dafio en la mucosa intestinal. (B) Receptor tipo Toll 4 (TLR4), factor de necrosis
tumoral (TNF-a), interleucina-1B (IL-1B) e interleucina-10 (IL-10) en el intestino. (C)
Mieloperoxidasa (MPQO), malondialdehido (MDA) y formacion de edema en el

intestino. p = no significativo. DBD, Donantes después de muerte cerebral.
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1.4. Daiio hepatico e inflamacidn intestinal en el TH procedente de DBDs en un
modelo de obesidad inducido nutricionalmente

Los resultados reportados en relacion a todos los pardmetros analizados,
indicaron un patréon similar al descrito en el modelo de obesidad inducida
genéticamente (ratas Zucker) (Figura 11, Figura 12, Figura 13 y Figura 14). De esta
forma, en el modelo de obesidad nutricional, los resultados revelaron un aumento en
las transaminasas, bilirrubina, grado de lesion hepatica, ALP, vWF y HA en injertos
esteatdsicos y no esteatdsicos del grupo BD + TH en comparacién con los resultados
del grupo TH (Figura 15). La administraciéon de glucosa o emulsion lipidica (grupos BD +
TH + Glucosa y BD + TH + Lipido) no indujo cambios significativos en la lesion hepatica
en higados no esteatdsicos, ya que los parametros de lesién en comparaciéon con el
grupo BD + TH no se vieron alterados. La administracién de glucosa (grupo BD + TH +
Glucosa) resulté en valores de transaminasas, bilirrubina, grado de lesion hepatica,
ALP, VWF y acido hialurénico en higados esteatdsicos similares a los del grupo BD + TH.
Sin embargo, la administracion de lipidos (grupo BD + TH + Lipido) protegié frente al
dano hepatico en higados esteatdsicos, reduciendo significativamente los niveles de
transaminasas, bilirrubina, grado de lesién hepatica, ALP, vWF y dacido hialurénico en
comparacion con los resultados del grupo BD + TH. En este modelo, la emulsién de
lipidos, pero no la glucosa, promovié un aumento en los niveles hepaticos de ATP y
glucégeno solo en el grupo BD + TH con esteatosis. Los niveles de FFA, triglicéridos y
colesterol total fueron similares en todos los grupos. El grupo BD + TH + Lipidos
presentd niveles aumentados de fosfolipidos solo en higados esteatdsicos en
comparacion con el grupo BD + TH (Figura 16). Los niveles de HGF y VEGFA en higados
no esteatdsicos fueron similares en los grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD + TH +
Lipidos. Los niveles de HGF y VEGFA en higados esteatdsicos del grupo BD + TH +
Glucosa fueron similares a los del grupo BD + TH. No obstante, en los higados de
donantes esteatdsicos del grupo BD + TH + Lipidos se observd un aumento significativo

de los niveles de dichos factores de crecimiento (Figura 17).
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Figura 15. Efectos de la glucosa y los lipidos en el dafno hepatico en trasplante

hepatico (TH) con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental

de obesidad inducida nutricionalmente. (A) AST y ALT en plasma, y grado de lesion

hepdtica en tejido hepatico. (B) Fosfatasa alcalina (ALP) y bilirrubina en plasma. (C)

Factor von Willebrand (vVWF) y 4cido hialurdnico (HA) en plasma. * p < 0.05 vs. Sham. +

p < 0.05vs. TH. # p < 0.05 vs. Muerte cerebral + Trasplante hepatico (BD + TH). DBD,

Donantes después de muerte cerebral.
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Figura 16. Efectos de la glucosa y los lipidos en el ATP, glucégeno y perfil lipidico en

trasplante hepatico (TH) con injertos esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo

experimental de obesidad inducida nutricionalmente. (A) Contenido de ATP vy

glucégeno en tejido hepatico. (B) FFA, triglicéridos, colesterol total y fosfolipidos en

tejido hepatico. * p < 0.05 vs. Sham. + p < 0.05 vs. Trasplante hepatico (TH). # p < 0.05

vs. Muerte cerebral + Trasplante hepatico (BD + TH). DBD, Donantes después de

muerte cerebral.
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Figura 17. Efectos de la glucosa y los lipidos sobre HGF y VEGFA en trasplante

hepatico (TH) con higados esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo experimental

de obesidad inducida nutricionalmente en tejido hepatico. * p < 0.05 vs. Sham. + p <

0.05 vs. Trasplante hepatico (TH). # p < 0.05 vs. Muerte cerebral + Trasplante hepatico

(BD + TH). DBD, Donantes después de muerte cerebral.

El daino e inflamacion intestinal (LPS, permeabilidad vascular, LDH, dafio en la

muscosa intestinal TLR4, TNF-a, IL-18, IL-10, MPO, MDA y formacion de edema) fueron

similares en los grupos Sham, THy BD +TH. La administracion tanto de glucosa como de

lipidos (grupos BD + TH+ Glucosa y BD + TH+ Lipidos) resulté en pardmetros de dafio e

inflamacidn intestinal similares a los del grupo Sham o BD + TH (Figura 18).
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Figura 18. Efectos de la glucosa y los lipidos en la inflamacion y daiio intestinal en

trasplante hepatico (TH) con higados esteatdsicos y no esteatdsicos en un modelo

experimental

de obesidad

inducida nutricionalmente.

(A)

LPS en plasma,

permeabilidad vascular, LDH y dafio de la mucosa en el intestino. (B) Receptor tipo Toll

4 (TLR4), factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina-1B (IL-1B) e interleucina-10

(IL-10) en el intestino. (C) Mieloperoxidasa (MPQO), malondialdehido (MDA) y formacién

de edema en

cerebral.

el intestino. p =
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2. ESTUDIO 2: PAPEL DE LA NEUREGULINA-1 EN EL TRASPLANTE HEPATICO DE
INJERTOS ESTEATOSICOS Y NO ESTEATOSICOS DE DONANTES CON MUERTE
CEREBRAL

2.1. Papel del NRG1 en el TH con higados esteatdsicos y no esteatdsicos de
DBDs en un modelo experimental de obesidad inducida genéticamente

Como se ha detallado en la seccion de Introduccidn, los niveles plasmaticos de
NRG1 se ven alterados en algunas patologias del sistema nervioso central. A mas a
mas, se han descrito efectos de NRG1 en diferentes patologias hepaticas. Teniendo en
cuenta tales observaciones, se evalud si los niveles plasmaticos de NRG1 estaban
asociados con los niveles hepaticos de NRG1 en el TH con injertos procedentes de
DBDs. Nuestros resultados indicaron un aumento en los niveles proteicos de NRG1 en
plasma en injertos hepaticos en el grupo BD+TH en comparacién con los resultados en

los grupos TH (Figura 19A).

Como se ha comentado en la seccién de Introduccion de la presente Tesis
Doctoral, ya esta reportado que NRG1 participa en la regulacion de PAK1 en células y
tejidos distintos del higado. No obstante, hasta el momento, ningun estudio ha
evaluado aun la posible relaciéon entre NRG1 y PAK1 en el contexto del TH con higados
procedentes de DBDs. Tal y como se observé en el caso de NRG1 en higado, como se
muestra en la Figura 19A, los resultados indicaron un aumento en los niveles de PAK1
en los injertos hepaticos en el grupo BD + TH en comparacion con los resultados en los

grupos de TH de donantes sin BD (grupo TH).

Por lo tanto, tanto NRG1 como PAK1 mostraron niveles aumentados en los TH
con higados procedentes de DBDs (BD+TH) cuando los comparamos con los resultados

obtenidos en el grupo TH

Para determinar una posible relacion entre PAK1 y NRG1 se administré un
anticuerpo frente a NRG1 para inhibir la accién de este mediador (grupo BD + anti-
NRG1 + TH). Se observaron niveles bajos de PAK1 en ambos tipos de injertos hepaticos

(Figura 19A). Esto nos llevd a concluir que la inhibicién de NRG1 estaba alterando los
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niveles de PAK1 y que ambos mediadores estan relacionados, demostrando asi que

PAK1 esta regulado positivamente por NRG1.

Seguidamente, se investigo si la via NRG1-PAK1 afectaba los niveles de IGF1 y
VEGFA en trasplantes de higado esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de DBDs.
La inhibicion de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH)
disminuyd los niveles de VEGFA en higados no esteatdsicos, mientras que no se
observaron cambios en presencia de esteatosis en comparacion con los resultados
obtenidos en el grupo BD + TH. Por otro lado, en presencia de esteatosis, la inhibicion
de los efectos de NRG1 o PAK1 afecté a IGF1 disminuyendo sus niveles (grupos BD +
anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH), con respecto al grupo BD + TH. En higados no
esteatdsicos, los niveles de IGF1 fueron similares en los grupos BD + anti-NRG1 + TH,

BD + anti-PAK1 + TH y BD + TH (Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de NRG1 en los niveles de PAK1, IGF1 y VEGFA en TH con higados

esteatdsicos y no esteatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad inducida

genéticamente. (A) Niveles de NRG1 en plasma y niveles de NRG1 y PAK1 en tejido

hepatico. (B) Niveles de IGF1 y VEGFA en tejido hepatico. * p < 0.05 vs. LT; + p < 0.05

vs. BD+LT.
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Posteriormente, se analizd el papel de NRG1-PAK1-VEGFA y NRG1-PAK1-IGF1
en el dafio hepatico y la proliferacion en el TH de higados esteatdsicos y no
esteatdsicos de DBDs. La inhibicién de la actividad de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-
NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH) exacerbd el dafio hepatico, aumentando los valores
de transaminasas, grado de lesién hepdtica (Figura 20), ALP, bilirrubina total, y dafio
endotelial evaluado por los niveles de VWF y acido hialurdnico (Figura 21), en
comparacion con el grupo BD + TH, en ambos tipos de higados. Este hecho fue
asociado con una respuesta inflamatoria exacerbada, como se muestra por el aumento
MDA, MPO y formacién de edema en injertos esteatdsicos y no esteatdsicos de los
grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH en comparacion con el grupo BD +
TH (Figura 22). En el grupo BD + TH, la evaluacién histolégica de higados no
esteatdsicos mostré areas multifocales moderadas de necrosis coagulativa e
infiltracion de neutréfilos con una distribucion dispersa en todo el parénquima,
mientras que en el grupo BD + anti-NRG1 + TH se observaron dreas severas, extensas y
confluentes de necrosis coagulativa (Figura 23). En los injertos esteatdsicos del grupo
BD + TH, se observaron también areas confluentes y extensas con necrosis coagulativa
severa, mientras que la extension y el nimero de areas necrdticas incrementé en el
grupo BD + anti-NRG1 + TH (Figura 23). En cuanto a la regeneracién hepatica, los
grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH mostraron valores mas bajos de
hepatocitos positivos para PCNA en injertos no esteatdsicos y esteatdsicos en
comparacion con el grupo BD + TH (Figura 24 y Figura 25). Esta reduccion en el
porcentaje de células positivas para PCNA también se asocié con niveles mas bajos de
HGF y niveles mas altos de TGF-B en los grupos BD + anti-NRG1+ TH y BD + anti-PAK1 +

TH en comparacion con el grupo BD + TH, en ambos tipos de higados (Figura 25).
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Figura 20. La relevancia de NRG1 en el dafio hepatico en TH con

inducida genéticamente.

y no esteatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad

Niveles de ALT y AST en plasma, y grado de lesion hepatica en el higado. * p < 0.05 vs.

TH; + p < 0.05 vs. BD+TH.
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Figura 21. La relevancia de NRG1 en el dafio hepatico en TH con

y no esteatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad inducida genéticamente.

Niveles de ALP, bilirrubina total, vWF y HA en plasma. * p < 0.05 vs. TH; + p < 0.05 vs.

BD+TH.
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Figura 22. Relevancia de NRG1 en la inflamacidn en TH con injertos esteatdsicos y no

esteatodsicos de DBDs en un modelo de obesidad inducida genéticamente. (A) Niveles

de MDA en tejido hepatico como indice de estrés oxidativo; (B) Niveles de MPO en

tejido hepatico como parametro de acumulacién de neutréfilos y (C) edema hepatico.

*p<0.05vs. TH; + p<0.05 vs. BD+TH.
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Injertos hepaticos no esteatésicos Injertos hepaticos esteatésicos
BD+TH

D+anti-NRG
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AT

Figura 23. Imagenes representativas de cambios histologicos en TH con injertos
esteatdsicos y no esteatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad inducida

genéticamente. (4x).
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Injertos hepaticos no esteatésicos  Injertos hepaticos esteatésicos
BD+TH

Figura 24. Imagenes representativas de células positivas para PCNA en TH con
injertos esteatdsicos y no esteatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad genética.

(20x).
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Figura 25. Relevancia de NRG1 en el fallo regenerativo en el TH con higados

teatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad genética.
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Se propuso investigar si la via de seializacion NRG1-PAK1 endégena ejerce sus
efectos a través de VEGFA/IGF1 ya que los resultados anteriores reflejaron un
aumento en la lesion y el fallo regenerativo en los grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD +
anti-PAK1 + TH, y tales resultados fueron asociados con una disminucion en los niveles
de VEGFA e IGF1 en higados no esteatdsicos y esteatdsicos respectivamente. Se
administré6 VEGFA a ratas con higados no esteatdsicos después de la inhibicidon
farmacoldgica de la via NRG1-PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH y BD + anti-
PAK1 + VEGFA + TH), asi como IGF1 exdgeno a aquellos con higados esteatdsicos
después de la inhibicion farmacolégica de la via NRG1-PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 +
IGF1 + TH y BD + anti-PAK1 + IGF1 + TH). En estas condiciones, los parametros de lesion
hepatica (transaminasas, grado de lesidn hepatica, ALP, bilirrubina total, vWF y HA
Figura 20 y Figura 21) e inflamacion (MDA, MPO y edema, Figura 22) se redujeron y la
regeneracion hepatica (hepatocitos PCNA+, HGF y TGF-B, Figura 24 y Figura 25) mejord
significativamente en comparacion con los grupos experimentales en los cuales se
inhibieron la acciéon de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 +
TH), resultando en pardmetros de lesion y regeneracién similares a los del grupo BD +

TH tanto en higados no esteatdsicos como esteatdsicos.

Como control, se trataron higados no esteatdsicos y esteatdsicos sometidos a la
inhibicién farmacolégica de NRG1 con IGF1 (grupo BD + anti-NRG1 + IGF1 + TH) y con
VEGFA respectivamente (grupo BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH). Como se esperaba, los
parametros de dafio hepatico en los injertos no esteatdsicos del grupo BD + anti-NRG1
+ IGF1 + TH y en los injertos esteatdsicos del grupo BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH
fueron similares a los del grupo BD + anti-NRG1 + TH correspondiente (Figura 20 y

Figura 21).

Dado que los resultados demostraron los beneficios del NRG1 enddégeno en el
TH con higados esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de DBDs, evaluamos si el
tratamiento con NRG1 exdgeno podria potenciar los efectos inducidos por el NRG1
enddgeno en la lesidn hepdtica, inflamacidn y respuesta regenerativa en ambos tipos
de higados. No obstante, el tratamiento con NRG1 exdgeno a una dosis de 200 pg/kg
(grupo BD + NRG1(a) + TH) resultd en parametros compatibles con la lesién hepatica

(transaminasas, grado de lesidon hepatica, ALP, bilirrubina total, VWF y niveles de HA,
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Figura 20 y Figura 21), inflamacion (MDA, MPO y edema, Figura 22) y proliferaciéon
celular (hepatocitos PCNA+, HGF y TGF-B, Figura 24 y Figura 25) iguales a los del grupo
BD + TH. La falta de efectividad del NRG1 exdgeno para aliviar el dafo hepatico, la
inflamacidn v el fallo regenerativo en el TH independientemente del tipo de injerto se
confirmo al administrar una dosis mas alta de NRG1. Al aumentar la dosis administrada
(grupo BD + NRG1(b) + TH), se observdé mas dafio y un incremento aun mayor del fallo
regenerativo con respecto el grupo BD + TH (Figura 20, Figura 21, Figura 22 y Figura
25).

Adicionalmente, en el estudio se pretendié evaluar si la BD por si misma o la
obesidad contribuian al aumento en los niveles de NRG1. Los resultados indicaron que,
en higados esteatdsicos y no esteatodsicos, los niveles de NRG1 fueron similares en el
grupo Sham, el grupo pre-TH y el grupo TH. Sin embargo, los niveles de NRG1 en tejido
hepatico en el grupo BD aumentaron en comparacién con el grupo Sham. Dichos
aumentos en los niveles de NRG1 hepatico permanecieron tras la isquemia fria (grupo
BD + Cl). Ademas, los niveles de NRG1 en higados esteatdsicos en todos los grupos
experimentales analizados no fueron diferentes a los niveles de NRG1 observados en
sus respectivos grupos analogos no esteatdsicos (Figura 26). Estos resultados indicaron
que la BD aumenta los niveles de NRG1 en el higado antes someter a los injertos
hepaticos a trasplante, y que la obesidad no contribuye al aumento en los niveles de

NRG1 observados en higados trasplantados.

Una vez establecido que la BD por si misma es el evento principal que induce un
aumento en NRG1 en el contexto del TH, se evalué dénde se podria sintetizar el NRG1.
Asi pues, se cuantificaron los niveles de NRG1 plasmatico y hepatico en diferentes
momentos después de la induccion de la BD. Los resultados mostraron que, en ambos
tipos de higados, después de la induccion de la BD, los aumentos en NRG1 se
observaron primero en la circulacion y mas tarde en el higado. De acuerdo con estos
resultados, a las 6 horas después de la induccién de BD, observamos aumentos en
NRG1 tanto en la circulacion como en el higado, mientras que en tiempos tempranos
(a los 10 minutos o 1 hora después de la induccidon de la BD), los aumentos en los
niveles de NRG1 solo se observaron en la circulacion (Figura 26). Asi pues, estos datos

indicaron que en las primeras horas después de la induccién de la BD, el tejido
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hepatico no es la fuente de NRG1, sino que el higado capta dicho mediador del

torrente circulatorio.
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Figura 26. Origen de NRG1 en el TH de DBDs en un modelo de obesidad inducida
genéticamente. (A) Niveles de NRG1 en higados esteatdsicos y no esteatdsicos. (B)
Niveles de NRG1 en plasma e higado a los 10 minutos, 2 y 6 horas después de la

induccion de BD. *P < 0.05 vs a Sham; +P < 0.05 vs a TH.
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Los resultados del presente estudio, indicaron que conforme avanza el proceso
de BD, se desencadena un proceso en ambos tipos de higado con el objetivo de
mantener los niveles de NRG1 elevados. Esto se observa en los injertos de donantes de
BD después de la CI (BD + Cl), asi como a las 4 horas después del TH (grupo BD + TH).
Ademas, se observd que los aumentos en NRG1 hepdtico son mas evidentes en los
injertos procedentes de donantes con BD sometidos a Cl antes de su implantacion en
el receptor (BD + Cl), que en los injertos hepaticos después de 6 horas de BD sin CI
(grupo BD). En las condiciones experimentales descritas para el grupo BD + CI, el
higado se encuentra aislado y no se ve influenciado por la circulacién ni por la accién
de otros érganos; por ende, este hecho demuestra que el higado por si mismo es capaz
de producir NRG1 en dichas condiciones. Esto también es respaldado por los
resultados observados en el grupo BD + TH (a las 4 horas después del TH), ya que en
este grupo los niveles de NRG1 estan aumentados tanto en la circulacién como en el
higado, en comparacion con los niveles observados en el grupo BD + Cl. En el grupo BD
+ TH, no se sometio al receptor a un proceso de BD, por lo que se puede concluir que
NRG1 deriva del higado (Figura 26). Por lo tanto, se deduce que NRG1 incrementa sus
niveles en los injertos hepaticos esteatdsicos y no esteatdsicos que han experimentado
tanto los efectos perjudiciales de la BD como de la Cl. En resumen, la BD activa vias de
senalizacion en ambos tipos de higado, las cuales generan NRG1 y aumentan sus

niveles durante varias etapas que tienen lugar en el proceso de TH.

2.2. Papel de NRG1 en injertos esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a TH
procedentes de DBDs en un modelo de obesidad inducida
nutricionalmente

Los resultados indicaron que, de igual manera que el modelo de esteatosis
inducido genéticamente (Figura 21), en el modelo de esteatosis inducida
nutricionalmente se evidencié un aumento en los niveles de ALP, bilirrubina, vWF y HA
tanto en injertos esteatdsicos como en no esteatdsicos en el grupo BD + TH en
comparacion con los resultados del grupo TH (Figura 27). La inhibicion de NRG1 o PAK1
(BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH) incrementé todavia mas los niveles de
dichos marcadores en comparacién con el grupo BD + TH en ambos tipos de higados

(Figura 27). Se administr6 VEGFA exdégeno a ratas Wistar Ln con higados no
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esteatdsicos e IGF1 exdégeno a ratas Wistar Ob con higados esteatdsicos después de la
inhibicidn de la via NRG1-PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH y BD + anti-PAK1
+ VEGFA + TH o BD + anti-NRG1 + IGF1 + TH y BD + anti-PAK1 + IGF1 + TH). Los niveles
de ALP, bilirrubina, vWF y HA disminuyeron en comparacién con los grupos en los que
se inhibieron los efectos de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-

PAK1 + TH), resultando en parametros similares a los del grupo BD + TH (Figura 27).
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Figura 27. Relevancia del NRG1 en la funcionalidad hepatica y el daino endotelial en

teatdsicos de DBDs en un modelo de obesidad

dsicos y no es
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injer

el TH con

inducida nutricionalmente. ALP, bilirrubina total, vWF, y HA en plasma. *p<0.05 vs T;

+p<0.05 vs BD +TH.

102



Resultados

3. ESTUDIO 3: RELEVANCIA DEL EJE GH-VEGFB/VEGFA EN INJERTOS HEPATICOS
PROCEDENTES DE DONANTES CON MUERTE CEREBRAL CON ENFERMEDAD
HEPATICA RELACIONADA CON EL CONSUMO DE ALCOHOL

3.1. Validacion del modelo de ALD

Se evalud la esteatosis (mediante tincién con Red Qil) y la fibrosis (mediante
tincion con Sirius Red y niveles de coldgeno-l y a-SMA). Se detectaron niveles de
esteatosis (<30% de esteatosis) y un aumento en los marcadores de fibrosis en el tejido

hepdtico (Figura 28).
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A) Histologia
Sirius Red (10X) Red Qil (20X)

Sano

ALD

B) Marcadores fibrogénicos

8000-
) kK 20000 akuloled
£ Q
2 4 - 8 L
R § 15000
8 &=
— o o
33 4000 T E i —=
3 35 10000
K- o =
§ 2000+ & 50001
? 8
=}
0 T T 0 T T
o Q o Q
& » P R

Figura 28. Cortes histoldgicos de higado y biomarcadores de fibrosis para el modelo
ALD. (A) Fotografias de cambios histoldgicos en secciones de higado de ratas sanas y
ALD de: fibras de colageno | (flechas blancas) con tincion Sirius Red a 10X y 20X en la
imagen amplificada (la barra de escala de las imagenes a 10X corresponde a 200 um y
la barra de escala de la imagen a 20X corresponde a 50 um); gotas de lipidos (flechas
negras) con tincion de Red Qil a 20X y 40X en la imagen amplificada (la barra de escala
de las imagenes a 20X corresponde a 100 um y la barra de escala de la imagen de 40X
corresponde a 25 um). (B) Niveles de a-SMA y coldgeno-l en tejido hepatico.

*¥k%%pc0 0001 y ***p<0,001.
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3.2. Lavia GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD

Inicialmente, se determinaron los niveles de GH y sus efectos sobre VEGFB y
VEGFA en injertos hepaticos después de la induccion de la BD antes de la extraccion
del injerto. No se observaron diferencias significativas en relacion a los niveles
proteicos ni de GH ni de VEGFA/VEGB entre los diferentes grupos analizados (tratados
o no con GH o VEGFA/VEGFB) (Figura 29A). De esta forma, nuestros resultados
indicaron que la administracion exégena de GH, VEGFB o VEGFA no llegé al higado. De
hecho, los niveles hepaticos de GH en el grupo BD + GH fueron similares a los del grupo
BD. Del mismo modo, los niveles hepaticos de VEGFB o VEGFA después de su
administracion exdgena (grupos BD + VEGFB y BD + VEGFA) fueron similares a los del

grupo BD (Figura 29A).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, y debido a la importancia
que tiene el eje intestino-higado en diferentes desdrdenes hepaticos que cursan con
inflamacidén, evaluamos los niveles de GH, VEGFB y VEGFA en el tejido intestinal de los
DBDs después de las 3 horas de muerte cerebral. Se observd un aumento en los niveles
de GH intestinal después de la administracion de GH (grupo BD + GH) (Figura 29B).
Dicho aumento se asocié con un incremento en la expresidon de proteinas y ARNm de
VEGFB y VEGFA (Figuras 29C), lo que indica la produccion de VEGFB y VEGFA por parte
del intestino promovida por la administracion de GH. Finalmente, se detectaron
también un aumento en los niveles proteicos de VEGFB y VEGFA en el intestino
después de su administracion exdgena (Figura 29B). Asi pues, estos resultados indican
que todos los factores (GH, VEGFB y VEGFA) son captados por el intestino (pero no por

el higado) después de su administracion exdgena.

Para descartar una potencial co-regulacidon entre VEGFB y VEGFA, se evaluaron
los niveles de VEGFB y VEGFA en el higado e intestino. Observando los resultados
obtenidos, este no fue el caso. De hecho, los niveles de VEGFB fueron similares entre
los grupos BD y BD + VEGFA, y los niveles de VEGFA fueron similares entre los grupos

BD y BD + VEGFB (Figuras 29A y 29B).
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A) Niveles de GH, VEGFB y VEGFA en tejido hepatico
ns
__ 15000~ ns g 6007 ns
304 o
= ns %, ns E ns
~ -
%20_ § 10000+ T 8 400 ns
S 104 < 5000 < 2007
< 1] ('
o é O
o b w
> >
0 T T T 0 T T T 0 T T T T T
» P X N R T N R Q2
& O RN U L) R NN A R
@ & & g LL & g EL
RN O
L2 ) Q¥ 9
B) Niveles de GH, VEGFB y VEGFA en intestino
ns
% %k %k
80- % %k %k *
80 = g /g) h ne
P > L > *
g £ 60 s
s 60 g é 100
2 40l @ 407 g
3 E -
L Fnllllg ¢
(O]
0 - - g 0 I‘l g 0 T [:._] T IJ|-_I T
.\ o Q T T T T T \
& @ 0O D X R &P XL«
s S 0 0@0’(0\\«’0« & & T § x@c’xé’
X X o o
S P L
C) Expresion génica de VEGFB y VEGFA en intestino
9 . 25 [
< 2.5-
o
3 E & T
£ o 31 ‘|’ T E 2.0-
%S Sg
£g 23 15
2 | 55|
'é c o E g 1.0
w2 1 g
=0 S8 0.5
52 s
S0l T 300l
QS &

Figura 29. Via GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD. (A) Niveles de proteinas de GH,
VEGFB y VEGFA en tejido hepatico. (B) Niveles de proteinas de GH, VEGFB y VEGFA en
tejido intestinal. (C) Expresion relativa de ARNm de VEGFB y VEGFA en el intestino.

***%p<0,0001; **p<0,01; *p<0,05 y ns=sin significancia.
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3.3. Relevancia de la via GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD antes de la
extraccion del injerto del donante

En este estudio se evalud el papel desempefiado por la GH y sus efectores
VEGFB y VEGFA en DBDs con ALD, analizando sus efectos sobre el dafio hepatico, la
inflamacidn, el estrés oxidativo, la regeneracion, la muerte celular y los biomarcadores
del metabolismo energético celular antes de la extraccion del injerto hepatico del

donante.

Nuestros resultados indicaron una disminucién en todos los parametros de
dano hepatico (AST, ALT y grado de lesidon hepatica) después de la administracion
exogena de GH, VEGFB o VEGFA (Figura 30). Ademas, la administracién concomitante
de GH recombinante y anti-VEGFR1 (un anticuerpo frente al receptor de VEGFB)
protegio a los higados con ALD de los efectos nocivos inducidos por la BD (Figura 30).
No obstante, cuando administramos GH junto a los inhibidores de ambos receptores
VEGFR1 y VEGFR2 (BD + GH + anti-VEGFR1 + anti-VEGFR2), los marcadores de dafio

hepatico incrementaron hasta llegar a valores similares a los del grupo BD.
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Figura 30. Relevancia del eje GH-VEGFB/VEGFA en el dafio hepatico en DBDs con
ALD. (A) Los niveles de AST y ALT en plasma y grado de lesion hepdtica con
fotomicrografias representativas de dilatacion y congestiéon sinusoidal (20X) (la barra
corresponde a 100 um). ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01; *p<0,05 y ns=no

significativo.
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También se analizaron parametros de inflamacién (MDA, IL-1B e IL-10). Los
niveles de MDA siguieron un patrdn similar a los del dafio hepatico: se observd una
disminucion de los niveles de MDA tras el tratamiento con GH, VEGFB, VEGFA y GH +
anti-VEGFR1, mientras que los beneficios de la GH desaparecieron cuando se
inhibieron al mismo tiempo los receptores VEGFR1 y VEGFR2 (BD+GH+anti-
VEGFR1+anti-VEGFR2) (Figura 31A). Teniendo en cuenta los posibles efectos
inflamatorios de la IL-1B, también se evaluaron sus niveles y, a pesar de que no se
detectaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos beneficiosos y el
grupo BD, se detecté un notable incremento en los niveles hepaticos de IL-1B en el
grupo BD tratado con GH, anti- VEGFR1 y anti-VEGFR2 (BD + GH + anti-VEGFR1 + anti-
VEGFR2), lo cual contribuye a explicar los efectos perjudiciales sobre la lesion hepatica
observada cuando la GH se administra conjuntamente con anti- VEGFR1 y anti-VEGFR2
(Figura 31A). Posteriormente, evaluamos los posibles efectos antiinflamatorios de la
via estudiada. Se detectd un aumento significativo de IL-10 en aquellos grupos que
protegian frente al dafo hepatico (GH, VEGFB, VEGFA y GH + anti-VEGFR1), mientras
que los niveles de IL-10 hepdtica en el grupo BD + GH + anti-VEGFR1 + anti-VEGFR2

fueron similares a los del grupo BD (Figura 31A).

Posteriormente, se analizaron algunos parametros relacionados con el
metabolismo energético (ATP y lactato) en higados con ALD procedentes de DBDs. Los
resultados indicaron que los tratamientos efectivos parecian promover la glucélisis
anaerdbica para aumentar los niveles de ATP. De hecho, los niveles elevados de lactato
en higado se relacionaron directamente con los niveles elevados de ATP en los grupos
BD + GH, BD + VEGFB, BD + VEGFA y BD + GH + anti-VEGFR1 en comparacién con los
resultados del grupo BD (Figura 31B). Sin embargo, los niveles de ATP y lactato fueron

similares en los grupos BD + GH + anti-VEGFR1 + anti-VEGFR2 y BD.
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Figura 31. Relevancia del eje GH-VEGFB/VEGFA en la inflamaciéon y funcion
metabdlica en DBDs con ALD. (A) Niveles hepaticos de MDA, IL-1B e IL-10. (B) Niveles
hepaticos de ATP vy lactato. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01; *p<0,05 y ns

significativo.
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Por ultimo, se evalué la actividad apoptética y la regeneracién hepatica. Para
determinar la muerte celular por apoptosis se evalud la actividad de la caspasa-3. No
se detectaron diferencias significativas entre los diferentes grupos (Figura 32). Para
confirmar que los efectos de la GH y VEGFA/VEGFB sobre la lesién hepatica no cursa
por cambios en la apoptosis, se evaluaron secciones de higado tefiidas con un kit de
TUNEL y no se detectaron diferencias entre los grupos en el numero de células
apoptoticas (Figura 32). Estos datos sugirieron que el mecanismo celular de muerte
por apoptosis no juega un papel relevante en las condiciones experimentales del
presente estudio. En cuanto a la capacidad del eje GH-VEGFB/VEGFA sobre la
regeneracion hepatica, se analizaron los niveles de Ki-67 en el higado. En los grupos BD
+ GH, BD + VEGFB, BD + VEGFA y BD + GH + anti-VEGFR1 hubo un aumento de los
niveles de Ki-67 en estos higados en comparacién con los niveles observados en el
grupo BD. La administracién de GH con anti-VEGFR1 y anti-VEGFR2 (BD + GH + anti-
VEGFR1 + anti-VEGFR2) causd una disminucion en los niveles de Ki-67 hasta niveles

equiparables a los observados en el grupo BD (Figura 32).
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Figura 32. Relevancia del eje GH-VEGFB/VEGFA en la muerte celular y la regeneracion

en DBDs con ALD. (A) Secciones tefiidas con TUNEL (20X) para detectar células

apoptoticas (la barra corresponde a 100 um) y niveles hepaticos de caspasa-3. (B)

Niveles hepaticos del biomarcador de proliferaciéon Ki-67., ***p<0,001; *p<0,05 y

ns=no significativo.
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DISCUSION

En la actualidad, los datos indican que el 70-80% de los donantes hepaticos
provienen de donantes cadavéricos con muerte cerebral (Kwong et al. 2023; ONT
2023). Estd bien reportado que la BD reduce la tolerancia de estos injertos a la lesién
por I/R reduciendo tanto la calidad del injerto como la supervivencia del receptor
(Lascaris et al. 2022; Terrault et al. 2023). Los incrementos en las listas de espera para
trasplante han llevado a muchos centros a utilizar como injertos higados hasta el
momento considerados no aptos, o lo que es lo mismo higados procedentes de
donantes con criterio extendido entre los que encontramos los higados esteatésicos, y
especialmente aquellos con infiltracion grasa moderada o severa. La esteatosis se ha
convertido en una condicién cada vez mas prevalente en la sociedad debido a muchos
factores entre los que encontramos la dieta o el aumento del sedentarismo (Younossi
et al. 2018). Estudios recientes estiman que alrededor del 50% de los injertos de
donantes con BD tienen cierto grado de esteatosis (Reis-Junior et al. 2019) y hay
estudios que describen que su incidencia puede llegar a ser de mdas del 70% en la
poblacién con problemas de indole metabdlico (Hardy et al. 2016). En relacién a la
esteatosis y el TH, se conoce que es una de las variables mds importantes en la
prediccién del éxito de la cirugia de trasplante y una de las principales causas de
rechazo de injertos candidatos a ser trasplantados (Jiménez-Castro et al. 2015). Una de
las causas de la esteatosis hepatica es también el consumo abusivo de alcohol. Se
estima que este causa unas 3 millones de muertes anuales a nivel mundial y es el
causante de las patologias que se engloban dentro del 4drea de las ALD (X. Wu et al.
2023). Como se ha desarrollado detalladamente en la seccién de Introducciéon de la
presente Tesis Doctoral, la ONT estima en sus ultimos datos que uno de cada cuatro
injertos proceden de donantes que consumen alcohol habitualmente, y establece una
relacién directamente proporcional entre la cantidad de alcohol consumido por el
donante y la probabilidad de que el injerto no sea considerado apto para trasplante
por sus condiciones patoldgicas (ONT 2023). No obstante, no existe ningun estudio
previo que se centre en evaluar los mecanismos fisiopatolégicos que expliquen cémo

la BD afecta tales injertos hepaticos procedentes de donantes con criterio extendido.
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Debido a la importancia clinica y socioecondmica que representa la
problematica detallada anteriormente, la presente Tesis Doctoral se centra en el
estudio de nuevas estrategias que pretendan mejorar la calidad de los higados
procedentes de donantes con criterio extendido, asi como en el descubrimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos inherentes a las condiciones propias del TH en diferentes

tipos de higados procedentes de donantes con muerte cerebral y criterio extendido.

En primer lugar, se pretendié determinar la relevancia de diferentes tipos de
dietas en la lesion hepatica por I/R en el TH de donantes con BD. Este interés surge
por estudios previos del grupo que demostraron un papel esencial de la dieta alta en
glucosa o en lipidos en higados no esteatdsicos en el contexto de la I/R en cirugia
hepatica de PH donde se observd que la dieta rica en glucosa ejercia beneficios en
ambos tipos de higados después de la cirugia de PH+I/R, mientras que sélo la dieta
lipidica beneficiaba a los injertos esteatdsicos (Mendes-Braz et al. 2014). Nuestros
resultados derivados de la presente Tesis Doctoral contrastan con estos ultimos ya que
como se ha podido ver en la seccion de resultados, en condiciones de TH procedente
de DBDs, sélo el tratamiento con emulsién lipidica tendria un efecto protector, y
Unicamente sobre los higados esteatdsicos. Un factor a tener en cuenta para explicar
estas diferencias, son los diferentes procesos quirurgicos (por ejemplo, la WI asociada
a la PH vs. la Cl asociada al TH). Esto se debe a que los mecanismos patoldgicos
subyacentes a ambos tipos de isquemia son completamente diferentes (Paterno et al.
2019; Schlegel et al. 2014). Ademas, la BD no esta presente en condiciones de PH bajo
I/R. Asi pues, en este estudio el principal hallazgo cientifico y clinicamente relevante es
que el tratamiento con emulsién lipidica y no con glucosa es una buena opcién

terapéutica para higados esteatdsicos bajo condiciones de TH procedente de DBDs.

Los efectos beneficiosos de la emulsidon lipidica con respecto a la glucosa
podrian ser debidos al hecho de que los lipidos mantienen mas eficientemente los
niveles de ATP hepatico, entre otros factores, lo cual es crucial para sostener funciones
homeostaticas. Estd reportado que los bajos niveles de ATP después de la reperfusion
pueden resultar en una menor tolerancia a la lesion por I/R. De la misma forma,
aquellas estrategias centradas en incrementar los niveles de ATP podrian estar

protegiendo a los higados grasos frente a la muerte celular por necrosis (Selzner et al.
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2003). En este sentido, se conoce que tras exponer al higado a una situacién de estrés
y los niveles de ATP en higado disminuyen, el higado intenta mantener los niveles de
ATP a través de la oxidacion de acidos grasos (Anderson et al. 2002), por lo que, podria
ser la razon por la cual la administracién de emulsién lipidica potenciaria la formacion
de ATP. Otro hecho que podria estar explicando la ausencia de efectos beneficiosos de
la glucosa en este contexto, seria la B-oxidacion de los AGs que componen las gotas
lipidicas de los hepatocitos de los injertos esteatdsicos. El incremento de la B-oxidacién
de los AGs hepaticos estaria llevando a la produccién de NADH y acetil-coenzima A.
Este hecho, estaria reduciendo el potencial redox mitocondrial, impidiendo la entrada
del piruvato en el Ciclo de Krebs inhibiendo en ultima instancia la oxidacién de la
glucosa (Holecek 1999; Cornide-Petronio et al. 2020). Todo lo mencionado estaria
explicando también el mantenimiento en los niveles de glucdgeno en estos higados
esteatdsicos tratados con emulsiones lipidicas. El hecho de que se incrementasen los
niveles de fosfolipidos en tejido hepatico esteatdsico tras el tratamiento exdgeno con
las emulsiones lipidicas, seria un factor también a tener en cuenta. Estas sustancias son
componentes esenciales de las membranas lipidicas de las células por lo que las
emulsiones podrian estar ayudando a mantener la integridad estructural de las células.
De hecho, se sabe que ciertos tipos de fosfolipidos podrian estar relacionados con la
produccion de segundos mensajeros que intervienen en la transduccién de sefales
celulares y en las vias de sefalizacidon de las prostaglandinas que tienen un papel
relevante en la inhibicion de la inflamacién y el dafio hepatico (Cohn et al. 2008;

Motegi et al. 2022; Zabielski et al. 2010).

Los datos del presente estudio revelan también que los niveles de los factores
de crecimiento como el HGF y el VEGFA fueron mas altos en los higados que fueron
tratados con emulsiones lipidicas que aquellos que recibieron tratamiento con glucosa.
Es un dato a destacar ya que se conoce que estos factores desempefian un papel
imprescindible en la proteccidn contra el dafio hepatico por I/R (Doronzo et al. 2013;
Sakakura et al. 2000; Sato et al. 2001; Medina et al. 2004) y algunos de ellos estan
siendo probados en ensayos clinicos en pacientes con insuficiencia hepatica (Ido et al.

2011).
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Se ha reportado en diversos estudios el papel relevante de la microbiota en el
desarrollo de diferentes patologias hepaticas asi como en el prondstico de la cirugia de
TH (Micé-Carnero et al. 2020; Cornide-Petronio et al. 2020). Asi mismo, esta
ampliamente descrito el papel del eje intestino-higado en el contexto de las patologias
estudiadas en la presente Tesis Doctoral (Gulfo et al. 2020; Avalos-de Ledn et al. 2019).
Se ha reportado también en diversos estudios que la disbiosis intestinal causa
alteraciones en numerosos biomarcadores pro-inflamatorios como TLR4, MDA, MPO,
IL-1B8 o TNF-a (J. Wu et al. 2020; Gonzalez et al. 2019; K. A. Kim et al. 2012; Maier et al.
2018; Rosser et al. 2014; Sun et al. 2018). Ademds, esta microbiota podria estar
modulando también la produccidon o actividad de la citocina anti-inflamatoria IL-10
(Mishima et al. 2019; Burrello et al. 2018), asi como la funcidén intestinal en tanto en
cuanto estaria modificando la permeabilidad intestinal (Micé-Carnero et al. 2020).
Subrayar por ultimo la importancia del LPS como uno de los biomarcadores mas
importantes relacionado con los problemas intestinales asi como de endotoxemia
(Mico-Carnero et al. 2020). Teniendo en cuenta estos datos expuestos anteriormente
asi como la importancia de la dieta en la modulacion de la microbiota intestinal (Zmora
et al. 2019), se decidié estudiar los efectos de la glucosa o las emulsiones lipidicas en
dos modelos de obesidad diferente (la obesidad inducida genéticamente y la inducida
nutricionalmente) con el objetivo de investigar si ratas obesas con dietas diferentes
podian afectar los niveles intestinales de las diferentes ILs evaluadas y la respuesta
inflamatoria en general mediante cambios en la microbiota a nivel de intestino. Si esto
es asi, los efectos derivados se verian reflejados en el higado. Pese a la importancia de
la dieta en el estado del microbioma intestinal, no hubo cambios ni en la inflamacién ni
en el dafo intestinal. De hecho, todos los parametros mencionados anteriormente que
habitualmente se alteran por desequilibrios en la microbiota, no mostraron cambios.
Ademas, tanto en las ratas Zucker como en las Wistar, la administracién de glucosa o
lipidos indujo diferentes efectos sobre el dafio hepdtico (dependiendo de si
presentaban o no esteatosis, pero no de la causa de la misma, es decir genética o
nutricional), pero sin inducir cambios en la inflamacién y en el dafo intestinal. Asi
pues, segln nuestro estudio en estas condiciones la microbiota, no estaria jugando un
papel relevante en el desarrollo del dafio por I/R y no se veria alterada por los

diferentes tratamientos (administracién de glucosa o emulsiones lipidicas) ni por el
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tipo de higado (esteatdsico versus no esteatdsico) o de esteatosis (genética o
nutricional). Es mas, en caso de producirse cambios en la microbiota intestinal, tales

cambios resultarian irrelevantes para el desarrollo del dano estudiado.

Con respecto a la practica clinica, la glucosa se administra de forma rutinaria a
pacientes en cirugia hepdtica con hipoglucemia postoperatoria (Mendes-Braz et al.
2014). En el presente estudio reportamos que ninguno de los dos tratamientos (ni el
tratamiento con glucosa ni con emulsién lipidica) beneficia el resultado post-TH en
higados no esteatdsicos, y solo las infusiones lipidicas tienen efectos positivos en los
higados esteatdsicos (Figura 33). No obstante, hay diversas consideraciones que se
deberian tener en cuenta con respecto a estos tratamientos, como los potenciales
efectos hepatotodxicos que podrian llegar a tener los FFA derivados del tratamiento con
emulsiones lipidicas (Ibrahim et al. 2011). Asi pues, sera interesante profundizar en
este campo de investigacion para determinar si estos resultados experimentales
pueden extrapolarse a la practica clinica del TH con injertos esteatdsicos y no
esteatdsicos procedentes de DBDs. Esto es importante ya que en el escenario clinico
actual en el que el 80% de todos los trasplantes se obtienen de donantes con BD
(Kwong et al. 2023; ONT 2023) y el 50% de los donantes presentan esteatosis hepatica
(Reis-Junior et al. 2019) los resultados presentados pueden resultar de una gran
relevancia clinica. No obstante, seran necesarias nuevas investigaciones, con tal de
determinar si estos resultados experimentales pueden extrapolarse a la practica

clinica.
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Figura 33. Representacion esquematica de los efectos de las diversas intervenciones

en higados no esteatoésicos (A) y esteatdsicos (B) e intestino con glucosa y lipidos.

Siguiendo los objetivos de la presente Tesis Doctoral, se investigaron los efectos
de la neuregulina-1 en el contexto del TH con injertos procedentes de DBDs. A pesar
de que hasta estos momentos los estudios reportados en la literatura indican una
disminucion de los niveles de NRG1 en plasma de pacientes con trastornos del sistema
nervioso como la esquizofrenia o el Parkinson (Wang et al. 2015; Hama et al. 2015), no

ocurre lo mismo en las condiciones experimentales estudiadas en la presente Tesis

En nuestro modelo preclinico, se observaron niveles elevados de NRG1 en
plasma y tejido hepatico tras el TH procedente de DBDs tanto en higados esteatdsicos
como no esteatdsicos. En el presente estudio se demuestra por primera vez los efectos
beneficiosos del NRG1 enddgeno en injertos hepaticos de donantes con DBDs. Segun
los resultados que hemos obtenido, la BD desencadena una serie de mecanismos en el
higado con el objetivo de mantener altos los niveles de NRG1, contribuyendo de esta
forma a mitigar sus efectos dafinos. Se ha llegado a esta conclusidn ya que al inhibir

farmacolégicamente NRG1 se exacerba la lesion y la inflamacidén, asi como el fallo
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regenerativo. Pese a que el objetivo del presente estudio no ha sido evaluar los niveles
de NRG1 en el cerebro, podriamos hipotetizar que después de la induccién de la BD,
incrementan sus niveles en dicho tejido resultando por consiguiente en niveles
elevados de NRG1 en circulacion y en higado. Estos hallazgos se han podido observar
en casos de lesiones cerebrales debidas a traumas o procesos isquémicos, donde ha
habido un aumento de la expresién local de NRG1 en el cerebro (Deng et al. 2019;
Parker et al. 2002; Tokita et al. 2001; Guo et al. 2006). Considerando que en nuestro
modelo de TH procedente de DBDs hay presente un trauma cerebral y que este
desencadena una isquemia cerebral (Stroh et al. 2021) no se puede descartar un
aumento en los niveles de NRG1 también en cerebro tal y como ocurre en los estudios
previamente mencionados. Nuestros resultados indican que, después de la BD, el
aumento de NRG1 se observan primero en la circulacién y luego en el higado,
indicando asi que el tejido hepatico no es la fuente de NRG1. Durante este periodo, el
principal productor de NRG1 podria estar siendo el cerebro. Asi pues, el NRG1 estaria
siendo producido en el cerebro, liberado a la circulacién e ingresando al higado para

ejercer sus efectos.

Ademas de lo mencionado, el higado intenta mantener altos los niveles de
NRG1 después de la Cl, asi como después del TH. Dado que este aumento se ha
observado después del proceso de Cl en los higados de DBDs, y durante este proceso
el higado permanece aislado sin estar afectado por otros érganos, se podria concluir
que el higado por si mismo es capaz de producir NRG1. Lo mismo se deduce del
aumento de NRG1 en los injertos hepaticos después de su implantacién en el receptor.
En tal caso, el receptor no ha sufrido una BD que promoviera altos niveles de NRG1 y
por ende se podria concluir que es el higado el que sigue sintetizado NRG1 tras el
trasplante. En consecuencia, en el contexto de las condiciones experimentales del
presente estudio, deducimos que la muerte cerebral (BD) aumenta el NRG1 en el
higado antes del TH y, a medida que el evento progresa, la Cl induce un aumento
adicional de NRG1. El presente estudio también ha demostrado que la obesidad no
induce cambios en los niveles de NRG1 ya que tales niveles no varian entre higados

esteatdsicos y no esteatodsicos.
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Investigaciones previas al presente estudio, ya habian identificado una relacién
entre NRG1 vy la proteina PAK1 en diferentes modelos in vitro de lineas celulares
humanas (Maceyka et al. 2008; Akinmade et al. 2008; Bourguignon et al. 2007). Los
resultados aqui descritos indican que PAK1 desempeiia un papel crucial en los efectos
beneficiosos de NRG1 en injertos hepaticos, estableciendo una via de sefializacion en
el contexto del TH con DBDs desconocida hasta el momento. Dicha investigacién ha
demostrado que el bloqueo de la accién del NRG1 enddgeno disminuyd los niveles de
PAK1. Ademas, la inhibicion farmacoldgica de la actividad enddgena de PAK1 condujo a
un aumento en los parametros de dafio hepatico, inflamacion y redujo la regeneracién,
demostrando asi su papel beneficioso en el dano hepatico y fallo en la regeneracién
causado por la BD en el TH. La participacién de PAK1 en el proceso de proliferacién
celular de hepatocitos y HCC ha sido ampliamente reportada (Cao et al. 2020; Z.-L.
Zhang et al. 2018; Iyeret al. 2015; Wong et al. 2013; Parekh et al. 2011). No obstante,
nuestros resultados contradicen el papel inflamatorio de PAK1 ya descrito
anteriormente en hepatocitos e higados envejecidos (D. H. Kim et al. 2015), hecho que
se podria explicar por las diferencias entre los modelos experimentales (in vitro vs in

vivo entre muchas otras diferentes condiciones).

La via NRG1-PAK1, segun los datos que hemos obtenido en la presente Tesis,
fue responsable de modular los niveles de VEGFA en TH con injertos no esteatdsicos
procedentes de DBDs. La inhibicién farmacologica de la via NRG1-PAK1 en ambos tipos
de higados (lo cual indujo efectos dafinos) disminuyé VEGFA e IGF1 en higados no
esteatdsicos y esteatdsicos, respectivamente. Esto significa que en TH procedente de
DBDs, NRG1 y PAK1 incrementan VEGFA e IGF1 en higados no esteatdsicos vy
esteatdsicos, respectivamente, con la finalidad de mitigar el dafio hepatico y fallo en la
regeneracion que sufren los injertos hepaticos en tales condiciones quirdrgicas. Para
reforzar esta hipdtesis sobre el establecimiento de la via NRG1-PAK1-VEGFA en injertos
no esteatdsicos, administramos el efector final de esta via, bajo la inhibicién
farmacoldgica de los efectos de ambos (NRG1 o PAK1) y se observé que el tratamiento
con VEGFA exogeno previno los efectos negativos derivados de la inhibiciéon de NRG1 y
PAK1 en términos de lesidn, inflamacion y proliferacion en los injertos no esteatdsicos.

Asi pues, el estudio aqui presentado es el primero que reporta el papel de VEGFA
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como mediador indispensable en los efectos beneficiosos subyacentes de la via NRG1-
PAK1 en TH con injertos no esteatdsicos procedentes de DBDs. Hasta el momento sélo
un estudio habia demostrado el papel de la via NRG1-PAK1-VEGFA en la angiogénesis y
ha sido en un modelo in vitro de células epiteliales de cancer de mama (Bagheri-

Yarmand et al. 2000).

Investigaciones previas a los datos aqui presentados, ya demostraron una
relaciéon entre NRG1 e IGF1 o entre PAK1 e IGF1 en diferentes tipos celulares (Qiao et
al. 2004; Kennedy et al. 2013; Kehat et al. 2010; Worthington et al. 2010; Takahashi et
al. 2010). No obstante, el efecto de NRG1-PAK1 sobre IGF1 no habia sido descrito
previamente. Nuestros resultados indicaron que en TH de injertos esteatdsicos
procedentes de DBDs, IGF1 es el principal efector de la via NRG1-PAK1. De hecho, tras
la administracién de IGF1 exégeno en combinacion con inhibidores de NRG1 o PAK1 en
injertos esteatdsicos, la lesion, inflamacion y fallo regenerativo mejoraron en
comparacion con los resultados obtenidos cuando solo se inhibia la actividad de NRG1
o PAK1. Por lo tanto, se demostré la existencia de una nueva via, (NRG1-PAK1-IGF1),
beneficiosa en injertos esteatdsicos. Cabe destacar que las diferencias entre
hepatocitos con y sin infiltracion grasa en cuanto a su estructura y funcidon estan
ampliamente descritas (Farrell et al. 2008; Veteldinen et al. 2007; D. H. Kim et al.
2015), por lo que no resulta dificil explicar por qué nuestros resultados muestran un
efecto diferencial en la via de sefalizacion de NRG1-PAK1 sobre VEGFA e IGF1,

dependiendo del tipo de injerto.

Es importante mencionar, que los efectos de las vias descritas anteriormente
(NRG1-PAK1-VEGFA para higados no esteatdsicos y NRG1-PAK1-IGF1 para higados
esteatdsicos) se observan tanto en el modelo de obesidad inducida genéticamente
como en el modelo de obesidad inducida nutricionalmente, lo cual es de interés
cientifico y clinico a causa de las dificultades del establecimiento de estrategias
protectoras en la clinica dependiendo del tipo de esteatosis. Esto es debido a que los
mecanismos subyacentes a la patologia de los higados esteatdsicos pueden ser
diferentes en funcién del tipo de esteatosis, y por consiguiente es dificil encontrar las
dianas especificas para que protejan injertos esteatdsicos independientemente del

tipo de esteatosis.
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Tras observar los efectos beneficiosos del NRG1 enddgeno, se pretendid
evaluar si la administracién de NRG1 exdgeno podria ser una estrategia farmacologica
que protegiese frente al dafio por I/R en el TH con DBDs. Sin embargo, se observé que
tras la administracion de NRG1, la lesién y la inflamacion no disminuyeron, ni hubo una
mejora en los marcadores de regeneracion hepatica respecto al grupo experimental de
BD+LT sin tratamiento sino todo lo contrario ya que la administracion exdgena de
NRG1 exacerbé la lesién y el fallo en la regeneracidn. De esta forma, los resultados que
se presentan indicando que el NRG1 exdgeno no ejerce un efecto protector frente al
dafio, la inflamacion o fallo en la respuesta regenerativa en ninguno de los tipos de
injertos hepaticos en TH procedente de DBDs contrastan con los numerosos estudios
de investigacidn basica y clinica que reportan beneficios de la administracion de NRG1
exodgeno en hepatocitos aislados, modelos experimentales de regeneracién cardiaca o
enfermedades neurodegenerativas, asi como en pacientes con insuficiencia cardiaca

(Hama et al. 2015; Ganapathy et al. 2016; Jalilzad et al. 2019; Lenihan et al. 2016).

Los efectos diferenciales de NRG1, independientemente de su origen
(enddgeno o exdgeno) no son de extraiar ya que también se han observado con otros
mediadores en el contexto quirdrgico del TH (Carrasco-Chaumel et al. 2005). Los
efectos perjudiciales del NRG1 exdgeno podrian deberse a la desregulacion de los
mediadores involucrados en la sefializacion celular de la via NRG1-PAK1-VEGFA/IGF1, o
a los efectos secundarios dafiinos derivados del farmaco administrado. No se puede
descartar tampoco que el NRG1 exdgeno pueda afectar vias distintas a las
desencadenadas por el NRG1 endégeno modificando de esta forma los efectos

beneficiosos del NRG1 enddgeno.

Dado que el NRG1 exdgeno no potenciod la actividad protectora enddgena de
NRG1 en LT de DBD como se describe en este estudio, futuras investigaciones de gran
interés cientifico y clinico, podrian centrarse en los receptores de NRG1 o en vias de
sefializacion que afectan a NRG1, con la finalidad de regular NRG1 y de disminuir en
consecuencia la incidencia de complicaciones postoperatorias en los receptores de

injertos hepaticos tanto esteatdsicos como no esteatdsicos obtenidos de DBDs.
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Los resultados aqui observados sobre el NRG1 exdgeno son de interés cientifico
y clinico, ya que proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos
subyacentes del NRG1 enddgeno y contradice el dogma acerca del potencial
beneficioso que se ha descrito en la literatura sobre este factor neurotréfico, NRG1
(Figura 34). Aqui se demuestra que la administracion de NRG1 no es una opcién

terapéutica apropiada en el TH procedente de DBDs.
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Figura 34. Representacion esquematica de las vias de seializacion propuestas
detectadas en este estudio en higados esteatdsicos y no esteatdsicos en TH y los

efectos de diferentes intervenciones.

Atendiendo a los objetivos relativos al uUltimo estudio de la presente Tesis
Doctoral, se analizaron los efectos de la GH en el contexto de DBDs con ALD. Nuestros
resultados indican que no hay alteraciones relevantes en el eje hipotalamo-hipofisario
en injertos hepaticos de DBDs. Ademas, la BD tampoco indujo cambios en los niveles
de GH ni en el higado ni en el intestino. Tal y como se ha mencionado en la
introduccidon son muchos los estudios que reportan un papel importante de la GH en
numerosas alteraciones metabdlicas y patologias hepaticas (Fang et al. 2019;

Rufinatscha et al. 2018; Sarmento-Cabral et al. 2021; Tateno et al. 2011). Nuestros
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resultados van en linea con los anteriormente mencionados en tanto en cuanto la
administracion de GH exdgena (que fue captada por el intestino) mejoré la calidad de
los injertos de DBDs con ALD antes de la extraccidon de los mismos del donante. Segun
los datos obtenidos, este hecho seria debido a que la GH estaria modulando la
expresiéon de VEGFA y VEGFB en intestino. Ninguno de los 3 factores mencionados
anteriormente fue captado por el higado, aunque curiosamente y de interés cientifico,

lo protegieron del dafio inducido por la BD.

Se ha descrito previamente que la GH puede tener un papel positivo en la ALD.
Por otra parte, se ha reportado en modelos preclinicos que tratamientos prolongados
con la GH (6 semanas) podrian estar reduciendo la infiltracidon grasa en el higado (Qin
et al. 2010). A mas a mds, diversos estudios estarian correlacionando los niveles de GH
con el consumo de alcohol (Trifunovi¢ et al. 2016; Vatsalya et al. 2012). Esta
correlacion se estaria observando también con los niveles de VEGFA y VEGFB con el
consumo de alcohol en diferentes modelos preclinicos (Ceccanti et al. 2012; Costa et

al. 2017).

Hasta donde sabemos, solo un estudio in vitro ha establecido una relacion
entre GH y VEGFA, en donde se muestra que GH estaria positivamente regulando los
niveles de dicho factor, VEGFA (S. Li et al. 2010), mientras que ningun estudio hasta la
fecha ha demostrado relacién alguna entre GH y VEGFB. No obstante, debido a las
similitudes entre los mecanismos de accién y los receptores de ambos factores de
crecimiento (VEGFA y VEGFB), hipotetizamos que la GH también podria estar
incrementando no sélo VEGFA sino también VEGFB. Con respecto a los efectos sobre el
intestino de la GH, segun Ran T. et al., el tracto gastrointestinal expresa el en receptor
de la GH, GHR (Ran et al. 2016), lo que podria explicar la accién de la GH en intestino.
Ademas, un estudio reciente demuestra que el intestino tiene la capacidad de producir
ambos factores (VEGFB y VEGFA) (F. Zhang et al. 2018). Segun los resultados aqui
presentados, la administracién exégena de GH en DBDs con ALD aumenta la
produccion intestinal de VEGFB y VEGFA, lo que iria en consonancia con los estudios

mencionados anteriormente.
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En cuanto a VEGFA, en condiciones de PH+IR, exacerba el dafio hepatocelular
en higados esteatdsicos en un modelo experimental de obesidad inducida
genéticamente (Bujaldon et al. 2019). En otros estudios, VEGFB se ha descrito también
como un factor con un importante efecto modulador de la lesiéon por I/R en tejido
cardiaco (Kiveld et al. 2014; Raissadati et al. 2017). Como se ha mostrado en los
resultados anteriormente descritos, la administracién de GH induciria la produccién de
VEGFB y VEGFA en intestino, mitigando de esta forma el dafio hepatico en DBDs con
ALD antes de la extraccién de los injertos hepaticos de los donantes. De forma
contraria a lo esperado, cuando se administré anti-VEGFR1 junto con GH, las
propiedades beneficiosas inducidas por GH en el higado no fueron revertidas. Sélo con
la administracion concomitante de anti-VEGFR1 y de un inhibidor de VEGFR2 (el
receptor de VEGFA) se eliminaron los beneficios observados por la administracion de
GH. Estos resultados estan en linea con la literatura existente sobre la dinamica de las
vias de senalizacién de VEGFR1 y VEGFR2. Diferentes estudios sugieren la idea de que
VEGFA puede unirse tanto a VEGFR1 como a VEGFR2, pero solo ejerceria su funcién a
través de VEGFR2, mientras que VEGFR1 estaria actuando de "decoy" (Figura 35). Al
unirse VEGFB a su receptor (VEGFR1), este desplaza a VEGFA a VEGFR2, promoviendo
la accién de este segundo factor. A su vez VEGFB también podria estar ejerciendo
efectos beneficiosos al unirse a VEGFR1. En otras palabras, los beneficios potenciales
de VEGFB se deben a que potencia la accion de VEGFA (Boucher et al. 2017; Lal et al.
2018). Esto es lo que podria estar sucediendo en DBDs con ALD. La GH exdgena estaria
aumentando los niveles de ambos VEGFs. VEGFB se estaria uniendo a su receptor
(VEGFR1) potenciando la union de VEGFA a VEGFR2. Cuando solo se administra VEGFA,
este se une tanto a VEGFR1 como a VEGFR2 ejerciendo su funcién a través de VEGFR2.
Por otro lado, cuando se administra VEGFB, este e une a VEGFR1, permitiendo que el
VEGFA enddgeno se una a VEGFR2. Cuando se administra GH y anti-VEGFR1, el VEGFA
producido por GH se estaria uniendo a VEGFR2 ejerciendo su funcion. Finalmente,
cuando se administra GH junto con anti-VEGFR1 y anti-VEGFR2, ni VEGFA ni VEGFB se
unirian a los receptores. De esta forma, no se observaria la proteccidn inducida por la
GH exdgena ya que se estarian inhibiendo la accion de ambos VEGFA y VEGFB. Segun
nuestros resultados, VEGFA y VEGFB pueden proteger indirectamente al higado al

ejercer sus funciones en el intestino. Esto podria explicarse por el hecho de que el
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intestino expresa ambos receptores (VEGFR1 y VEGFR2) (Wejman et al. 2013; Zhou et
al. 2023). En este caso, la GH exdgena (a través de la produccion de VEGFA y VEGFB en
el intestino), o la administracién de VEGFA y VEGFB exdgenos (que son captados por el
intestino y no por el higado) podrian estar ejerciendo sus efectos beneficiosos
modulando diferentes vias y produciendo diferentes mediadores en el intestino, los
cuales podrian ser liberados a la circulacion portal y ser recaptados por el higado para
evitar el dafio hepatico producido por la BD y en presencia de ALD. Esta ampliamente
reportado que las multiples vias moduladas por la familia VEGF incluyen supervivencia,
apoptosis y muerte celular, proliferacidn, procesos hipertréficos, permeabilidad o
migracion celular, etc. (X. Li et al. 2012; Melincovici et al. 2018; Shen et al. 2018). Por
este motivo, el identificar los mecanismos de accién que expliquen cémo los VEGF
modulan este dafio hepatico y fallo en la regeneracidon con exactitud seria de un

enorme interés cientifico y clinico.

VEGFB VEGFA

l

VEGFR1

VEGFR2
> b
M
Supervivencia Sin Angiogénesis

actividad

Figura 35. Representacion esquematica de VEGFA y VEGFB, sus receptores y

funciones celulares. Adaptada de (Lal et al. 2018)

Asi pues, los resultados presentados en este estudio muestran la relevancia de
VEGFB/VEGFA sintetizados en el intestino por accién GH en el contexto del TH con
donantes ALD con BD. Esta ultima estaria reduciendo el dafio hepatico causado por la
BD antes de la extraccion del injerto porque estaria sintetizando VEGFB y VEGFA en el

intestino. Estos datos resultan de un gran interés clinico y cientifico ya que es el primer
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estudio que explora una potencial terapia para reducir los efectos perjudiciales de la

BD en donantes con ALD (Figura 36).
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Figura 36. Representacion esquematica de la via GH-VEGFB/VEGFA en intestino e
higado en donantes con BD y ALD y efectos sobre el dafio hepatico de las

diferentes potenciales terapias farmacologicas.

En conclusidn, los mecanismos fisiopatoldgicos y nuevas terapias descritas en la
presente tesis doctoral podrian llegar a mejorar la calidad de los injertos hepaticos
sometidos a TH procedentes de donantes con criterio extendido mejorando los
resultados post-operatorios. Todo ello, podria llevar a una mayor utilizaciéon de los
injertos esteatdsicos y procedentes de donantes con ALD y en consecuencia reducir la

problematica de las listas de espera para trasplante.
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CONCLUSIONES

- Las estrategias nutricionales basadas en la administracién de glucosa o
emulsiones lipidicas tienen efectos diferentes en el TH procedente de DBD
dependiendo del injerto hepdtico. En el caso de los injertos no esteatédsicos
ninguna de las estrategias protegio frente al dafio e inflamacién asociado al TH
procedente de DBDs. En los injertos esteatdsicos (independiente del tipo de
esteatosis, genética o nutricional), la administracion de glucosa fue inefectiva
mientras que el tratamiento con emulsiones lipidicas protegié a los injertos

esteatdsicos frente a la vulnerabilidad que presentan a la lesidon e inflamacion.

- El eje intestino-higado no es crucial en los efectos de las estrategias
nutricionales en injertos esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de DBDs

sometidos a TH.

- Los efectos de la neuregulina-1 en TH de injertos esteatdsicos y no esteatdsicos
procedente de DBDs depende de la fuente de este factor neurotrofico

(enddgeno vs exégeno).

- La neuregulina-1 enddgena estaria ejerciendo efectos beneficiosos frente al
dafio inducido por I/R y fallo en la regeneracion hepatica en TH procedente de
DBDs por vias de senalizacion diferentes dependiendo del tipo de injerto
(esteatdsico vs no esteatodsico). La via NRG1-PAK1-VEGFA seria la responsable
de los efectos beneficiosos de la NRG1 en el TH con higados no esteatdsicos
procedentes de DBDs mientras que la via de sefializacion NRG1-PAK1-IGF1 seria
la responsable de los efectos beneficiosos de la NRG1 sobre la lesion, y fallo en

la regeneracién en el TH con injertos esteatodsicos procedentes de DBDs.

- En contra del dogma creado con los efectos protectores derivados de Ia
administracion exdgena de neuregulina-1 en diferentes patologias, en el TH con
injertos esteatdsicos y no esteatdsicos procedentes de DBDs, es

contraproducente ya que exacerba la lesion y fallo en la regeneracion.
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El tipo de esteatosis (genética vs nutricional), no afecta de forma diferencial a
la lesién por I/R y fallo en la regeneracion ni a los efectos y vias de sefializacion
de NRG1 cuando los injertos hepaticos esteatdsicos procedentes de DBDs se

someten a TH.

En el TH procedente de donantes con ALD, la hormona del crecimiento reduce
el dafio hepatico causado por la muerte cerebral en los donantes, antes de la
extraccién del injerto hepatico mediante un aumento en la expresiéon de VEGFB

y de VEGFA en el intestino.

El eje intestino-higado estaria jugando un papel crucial en donantes con BD y
ALD ya que seria el 6rgano diana de la GH. El tratamiento de GH en donantes
con ALD aumenta los niveles de GH en intestino. Esta hormona de crecimiento
aumenta la expresion de VEGFB/VEGFA en intestino y, en consecuencia, se
evitan los efectos nocivos derivados de la muerte cerebral en los injertos con

ALD.
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Abstract: Herein, we investigate whether: (1) the administration of glucose or a lipid emulsion
is useful in liver transplantation (LT) using steatotic (induced genetically or nutritionally) or non-
steatotic livers from donors after brain death (DBDs); and (2) any such benefits are due to reductions
in intestinal damage and consequently to gut microbiota preservation. In recipients from DBDs, we
show increased hepatic damage and failure in the maintenance of ATF, glycogen, phospholipid and
growth factor (HGE, IGF1 and VEGFA) levels, compared to recipients from non-DBDs. In recipients of
non-steatotic grafts from DBDs, the administration of glucose or lipids did not protect against hepatic
damage. This was associated with unchanged ATF, glycogen, phospholipid and growth factor levels.
However, the administration of lipids in steatotic grafts from DBDs protected against damage and
ATP and glycogen drop and increased phosphelipid levels. This was associated with increases in
growth factors. In all recipients from DBDs, intestinal inflammation and damage (evaluated by LPS,
vascular permeability, mucosal damage, TLR4, TNF, IL1, IL-10, MPO, MDA and edema formation)
was not shown. In such cases, potential changes in gut microbiota would not be relevant since neither
inflammation nor damage was evidenced in the intestine following LT in any of the groups evaluated.
In conclusion, lipid treatment is the preferable nutritional support to protect against hepatic damage
in steatotic LT from DBDs; the benefits were independent of alterations in the recipient intestine.

Keywords: brain death; liver transplantation; steatotic liver grafts; ischemia-reperfusion; polysaccharides;
glucose; lipid emulsion; intestinal inflammation; gut microbiota

1. Introduction

At present, some 80% of grafts are taken from donors after brain death (DBDs). However,
brain death (BD) markedly reduces tolerance of preservation/reperfusion injury among liver
grafts and reduces graft survival [1,2]. In clinical liver transplantation (LT), the shortage of
hepatic graft donors, and consequently the increase in waiting lists for LT, has led centers
to relax their criteria for the acceptance of organs from marginal donors, such as steatotic
liver grafts. Up to 50% of deceased donor livers are estimated to be steatotic and steatosis is
recognized to be a key donor variable when it comes to predicting post-transplant outcomes [3].
A further increase in the prevalence of steatosis in society in general and therefore also in
deceased donor livers is expected. It is important to note that hepatic steatosis represents a
greater risk of organ dysfunction and primary non-function when compared to non-steatotic
livers [2]. Furthermore, many steatotic livers, especially those with severe fatty infiltration, are
excluded from consideration for LT, which exacerbates the critical shortage of liver donors [1].
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Abstract: Background. Brain death (BD) and steatosis are key risk factors to predict adverse post-
transplant outcomes. We investigated the role of Neuregulin-1 (NRG1) in rat steatotic and non-
steatotic liver transplantation (LT) from brain death donors (DBD). Methods: NRG1 pathways were
characterized after surgery. Results: NRG1 and p21-activated kinase 1 (PAK1) levels increased in
steatotic and non-steatotic grafts from DBDs. The abolishment of NRG1 effects reduced PAK1. When
the effect of either NRG1 nor PAKI1 was inhibited, injury and regenerative failure were exacerbated.
The benefits of the NRG-1-PAK1 axis in liver grafts from DBDs were associated with increased
vascular endothelial growth factor-A (VEGFA) and insulin growth factor-1 (IGF1) levels, respectively.
Indeed, VEGFA administration in non-steatotic livers and IGF1 treatment in steatotic grafts prevented
damage and regenerative failure resulting from the inhibition of either NRG1 or PAK-1 activity in
each type of liver. Exogenous NRG1 induced greater injury than BD induction. Conclusions: This
study indicates the benefits of endogenous NRG1 in liver grafts from DBDs and underscores the
specificity of the NRG1 signaling pathway depending on the type of liver: NRG1-PAK1-VEGFA in
non-steatotic livers and NRG1-PAKI-IGF1 in steatotic livers. Exogenous NRGI is not an appropriate
strategy to apply toliver grafts from DBD.

Keywords: neuregulin-1; brain death; liver transplantation; steatotic liver grafts; ischemia-reperfusion

1. Introduction

Currently, 80% of grafts are obtained from donors after brain death (DBDs). However,
brain death (BD) markedly decreases liver graft tolerance to preservation/reperfusion
injury, as well as graft survival [1,2]. In clinical liver transplantation (LT), the shortage
of hepatic graft donors, and consequently the increase in transplant waiting lists, has led
centers to expand their organ acceptance criteria to marginal donors, such as steatotic liver
grafts. Up to 50% of deceased donor livers are estimated to be steatotic, and steatosis
is recognized as a key donor variable in the prediction of adverse post-transplant out-
comes because hepatic steatosis implies a greater risk of organ dysfunction and primary
non-function than transplants with non-steatotic livers [3,4]. The prevalence of steatosis
is constantly increasing in society, so many steatotic livers, especially those with severe
fatty infiltration, are discarded, thus exacerbating the critical shortage of liver donors [5].
Progress in therapeutic strategies aimed at reducing the inherent risk of dysfunction or
failure that steatotic livers suffer after LT from DBDs is urgently required and would also
help to more rapidly decrease the LT waiting lists. Neuregulin-1 (NRG1) is a neurotrophic
factor that is highly expressed in the nervous system [6]. Experimental studies indicate that
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Abstract

Grafts with alcohol-associated liver disease (ALD) subjected to prolonged cold ischaemia from
donors after brain death (DBD) are typically unsuitable for transplantation. Here, we investigated the
role of growth hormone (GH) in livers with ALD from DBDs and its relationship with vascular
endothelial growth factor A (VEGFA) and VEGFB. Livers from rats fed ethanol for 6 weeks and
with brain death (BD) were cold stored for 24 h and subjected to ex vivo reperfusion. Hepatic
damage and proliferative and inflammatory parameters were analysed after BD, before graft retrieval,
and after reperfusion. Survival was monitored using an in vivo transplantation model. In DBDs, the
administration of GH, which increased the levels in the intestine but not in the liver, induced the
generation of both VEGFA and VEGFB in the intestine and protected agamst hepatic damage caused
by BD before retrieving liver grafts from donors. However, VEGFA was the only factor that
protected against damage after cold ischemia and reperfusion, which also increased the survival of
the recipients. In conclusion, the signalling pathway and beneficial properties of the GH-
VEGFA/VEGFB pathway, in which the intestine-liver axis plays a key role, were disrupted when
grafts with ALD from DBDs were retrieved from donors and subjected to cold ischemia and
reperfusion.
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Abstract: Herein, we investigated the role of Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA) in 15
hepatic damage and liver regeneration in rats undergoing partial hepatectomy under vascular oc- 16
clusion (PH+/R) in the presence of type 2 diabetes mellitus (T2DM). Our results revealed reduced 17
hepatic VEGFA protein levels after PH+I/R with T2DM. Administration of exogenous VEGFA 18
(PH+I/R+VEGFA group) resulted in exacerbated hepatic necrosis and dysfunction, with no signif- 19
icant changes in inflammation, apoptosis or liver regeneration compared to PH+I/R. Inhibition of 20
endogenous VEGFA with a VEGFR2 antagonist (PH+ I/R+ anti-VEGFR2 group) led to similar he- 21
patic damage and inflammation as the PH+I/R group, but promoted liver regeneration via the 22
Pi3k/Akt pathway. Pharmacological modulation of VEGFA did not affect hepatic VEGFB levels. 23
Administration of VEGFB (PH+ I/R+ VEGFB group) increased hepatic necrosis without affecting 24
liver functionality, apoptosis or regeneration. Low hepatic VEGFA and VEGFB protein levels in 25
PH+I/R with T2DM may be influenced by intestine and adipose tissue. In conclusion, the detri- 26
mental effects of exogenous VEGFA are due to exacerbated hepatic necrosis, while inhibition of 27
endogenous VEGFA improved liver regeneration, likely through the Pi3k/Akt pathway. Therefore, 28
inhibiting endogenous VEGFA could be a highly protective strategy to promote liver regeneration 29

in PH under vascular occlusion and T2DM conditions. 30
Citation: To be added by editorial Keywords: partial hepatectomy; ischemia-reperfusion; VEGFA; VEGFB; pathological liver 31
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Introduction: Brain death (BD) and steatosis are both risk factors for organ
dysfunction or failure in liver transplantation (LT)

Material and methods: Here, we examine the role of interleukin 6 (IL- 6) and IL-
10 in LT of both non-steatotic and steatotic liver recovered from donors after
brain death (DBDs), as well as the molecular signaling pathways underlying the
effects of such cytokines.

Results: BD reduced IL-6 levels only in nonsteatotic grafts, and diminished IL-10
levels only in steatotic ones. In both graft types, BD increased IL-13, which was
associated with hepatic infllmmation and damage. IL-6 administration reduced
IL-1B only in non-steatotic grafts and protected them against damage and
inflammation. Concordantly, IL-1B inhibition via treatment with an IL-1
receptor antagonist caused the same benefits in non-steatotic grafts.
Treatment with IL-10 decreased IL-1B only in steatotic grafts and reduced
injury and inflammation specifically in this graft type. Blockading the IL-1B
effects also reduced damage and inflammation in steatotic grafts. Also,
blockade of IL-1B action diminished hepatic cAMP in both types of livers, and
this was asscciated with a reduction in liver injury and inflammation, then
pointing to IL-1B regulating cAMP generation under LT and BD conditions.
Additionally, the involvement of nitric oxide (NO) in the effects of interleukins
was evaluated. Pharmacological inhibition of NO in LT from DBDs prompted
even more evident reductions of IL-6 or IL-10 in non-steatotic and steatotic
grafts, respectively. This exacerbated the already high levels of IL-1f seen in LT
from DBDs, causing worse damage and inflammation in both graft types. The
administration of NO donors to non-steatotic grafts potentiated the beneficial
effects of endogenous NO, since it increased IL-6 levels, and reduced IL-1B,
inflammation, and damage. However, treatment with NO donors in steatotic
grafts did not modify I1L-10 or IL-1p levels, but induced more injurious effects tan
the induction of BD alone, characterized by increased nitrotyrosine, lipid
peroxidation, inflammation, and hepatic damage.

o1 frontiersin.org

185



Anexos

186



Anexos

International Journal of
Molecular Sciences

Review

Effects of Gut Metabolites and Microbiota in Healthy and
Marginal Livers Submitted to Surgery

Marc Micé-Carnero 110, Carlos Rojano-Alfonso 11 Ana Isabel Alvarez-Mercado 2340, Jordi Gracia-Sancho 5,6
Arani Casillas-Ramirez 7-%%( and Carmen Peralta 1-*#

check for

updates
Citation: Mico-Carnero, M; Rojano-
Alfonso, C; Alvarez-Mercado, AL;
Gracia-Sancho, .; Casillas-Ramirez, A ;
Peralta, C. Effects of Gut Metabolites
and Microbiota in Healthy and Marginal
Livers Submitted to Surgery. Int. |
Mol Sci. 2021, 22, 4. https://
dx.doiorg /103390 /ijms22010044

Received: 13 November 2020
Accepted: 20 December 2020
Published: 22 December 2020

Publisher’s Note: MDPI stays neu-
tral with regard tojurisdictional claims

in published maps and institutional

affiliations.

Copyright: ©2020by the authors, Li-
censee MDPY, Basel, Switzerland. This
article is an openaccessarticle distributed
under the terms and conditions of the
Creative Commons Attribution (CC BY)
license (hitps:/ / creativecommons.org /
licenses /by /4.0/).

Institut d'Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), 08036 Barcelona, Spain;
mico@clinic.cat (M.M.-C.); rojano@eclinic.cat (C.R.-A.)

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular T, Escuela de Farmacia, Universidad de Granada,
18071 Granada, Spain; analvarezmercado@gmail.com

Institut of Nutrition and Food Technology “José Mataix”, Center of Biomedical Research, University of
Granada, 18016 Granada, Spain

+  Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs, GRANADA, Complejo Hospitalario Universitario de Granada,
18014 Granada, Spain

Liver Vascular Biology Research Group, Barcelona Hepatic Hemodynamic Laboratory IDIBAPS,

03036 Barcelona, Spair; Jordi.gracia@idibaps.org,

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd),

08036 Barcelona, Spain

7 Hospital Regional de Alta Especialidad de Ciudad Victoria “Bicentenario 20107,

Ciudad Victoria 87087, Mexico; aranyc@yahoo.com

Facultad de Medicina e Ingenieria en Sistemas Computacionales de Matamoros, Universidad Auténoma de
Tamaulipas, Matamoros 87300, Mexico

*  Correspondence: cperalta@clinic.cat

1t These authors equally contributed to this work.

1 These authors equally contributed to this work.

Abstract: Microbiota is defined as the collection of microorganisms within the gastrointestinal
ecosystem. These microbes are strongly implicated in the stimulation of immune responses. An
unbalanced microbiota, termed dysbiosis, is related to the development of several liver diseases. The
bidirectional relationship between the gut, its microbiota and the liver is referred to as the gut-liver
axis. The translocation of bacterial products from the intestine to the liver induces inflammation in
different cell types such as Kupffer cells, and a fibrotic response in hepatic stellate cells, resulting
in deleterious effects on hepatocytes. Moreover, ischemia-reperfusion injury, a consequence of liver
surgery, alters the microbiota profile, affecting inflammation, the immune response and even liver
regeneration. Microbiota also seems to play an important role in post-operative outcomes (i.e., liver
transplantation or liver resection). Nonetheless, studies to determine changes in the gut microbial
populations produced during and after surgery, and affecting liver function and regeneration are
scarce. In the present review we analyze and discuss the preclinical and clinical studies reported in
the literature focused on the evaluation of alterations in microbiota and its products as well as their
effects on post-operative outcomes in hepatic surgery.

Keywords: microbiota; liver transplantation; partial hepatectomy; liver surgery; ischemia-reperfusion

1. Introduction

Liver transplantation (LT) faces an urgent problem due to the shortage of liver grafts
available for transplant. With the aim of resolving this problem, the criteria for discarding
liver grafts have been changed. Thus, organs with diseases such as steatosis and positive
hepatitis B or C have been used in LT [1]. Liver steatosis is a key factor when evaluating
donor livers because of the high prevalence (30% in cadaveric and 20% in living donors)
of negatively affecting recipient cutcomes [1]. Thus, non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) is a common cause of liver rejection [2]. However, it is known that these types of
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Abstract: The pathophysiological process of ischemia and reperfusion injury (IRI), an inevitable step
in organ transplantation, causes important biochemical and structural changes that can result in
serious organ damage. IRI is relevant for early graft dysfunction and graft survival. Today, in a global
context of organ shortages, most organs come from extended criteria donors (ECDs), which are more
sensitive to IRI. The main objective of organ preservation solutions is to protect against IRI through
the application of specific, nonphysiological components, under conditions of no blood or oxygen,
and then under conditions of metabolic reduction by hypothermia. The composition of hypothermic
solutions includes osmotic and oncotic buffering components, and they are intracellular (rich in
potassium) or extracellular (rich in sodium). However, above all, they all contain the same type of
components intended to protect against IRI, such as glutathione, adenosine and allopurinol. These
components have not changed for more than 30 years, even though our knowledge of IRI, and much
of the relevant literature, questions their stability or efficacy. In addition, several pharmacological
molecules have been the subjects of preclinical studies to optimize this protection. Among them,
trimetazidine, tacrolimus and carvedilol have shown the most benefits. In fact, these drugs are
already in clinical use, and it is a question of repositioning them for this novel use, without additional
risk. This new strategy of including them would allow us to shift from cold storage solutions to
cold preservation solutions including multitarget pharmacological components, offering protection
against IRI and thus protecting today’s more vulnerable organs.

Keywords: ischemia reperfusion injury; IRI; organ transplantation; cold storage solution; organ
preservation; steatosis; ECD grafts; trimetazidine; carvedilol; tacrolimus

1. Introduction

Nowadays, organ transplantation provides the best available solution and is the
clinically accepted treatment for end-stage organ failure including end-stage renal dis-
ease (ESRD) and liver failure [1]. In this context, the goal of organ preservation is to
maintain grafts in viable conditions outside the body, while being transferred from the
donor to the recipient. This step inevitably leads to the pathophysiological process of
ischemia /reperfusion injury (IRI) [2].

IRI has been shown to be an important contributor to early graft dysfunction (EGD),
specifically to renal delayed graft function and early allograft dysfunction in liver [3-6]. In
addition, this initial EGD has a negative impact on long-term survival [7,8]. Meanwhile, the
increasing number of patients on waiting lists for organ transplantation has obliged trans-
plant teams to consider organs from so-called extended criteria donors (ECDs). However,
such organs present increased risk of EGD after transplantation due to their heightened
vulnerability to IRT [9-13].
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Abstract: The pro-tumorigenic activity of fibroblast growth factor (FGF) 19 (FGF15 in its rodent
orthologue) in hepatocellular carcinoma (HCC), as well as the unsolved problem that ischemia-
reperfusion (IR) injury supposes in liver surgeries, are well known. However, it has been shown that
FCF15 administration protects against liver damage and regenerative failure in liver transplantation
(LT) from brain-dead donors without tumor signals, providing a benefit in avoiding IR injury. The
protection provided by FGF15/19 is due to its anti-apoptotic and pro-regenerative properties, which
make this molecule a potentially beneficial or harmful factor, depending on the disease. In the
present review, we describe the preclinical models currently available to understand the signaling
pathways responsible for the apparent controversial effects of FGF15/19 in the liver (to repair a
damaged liver or to promote tumorigenesis). As well, we study the potential pharmacological use
that has the activation or inhibition of FGF15/19 pathways depending on the disease to be treated.
We also discuss whether FGF15/19 non-pro-tumorigenic variants, which have been developed for
the treatment of liver diseases, might be promising approaches in the surgery of hepatic resections
and LT using healthy livers and livers from extended-criteria donors.

Keywords: hepatocellular carcinoma; liver transplantation; ischemia-reperfusion injury; liver surgery;
fibroblast growth factor

1. Introduction

Currently, liver transplantation (LT) remains an unsolved problem in clinical prac-
tice, not only due to the lack of donor grafts but also because of the risk factors of liver
dysfunction or failure that show steatotic livers (present in 30% of total liver grafts) [1] or
livers from a brain-dead (BD) denor (the 80% of deceased donors) [2]. BD negatively affects
the hepatic function following transplantation [3,4], and livers with steatosis are more
susceptible to ischemia-reperfusion (IR) injury, thus negatively affecting liver function and
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Visceral obesity is an important component of metabolic syndrome, a cluster of diseases
that also includes diabetes and insulin resistance. A combination of these metabolic
disorders damages liver function, which manifests as non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). NAFLD is a common cause of abnormal liver function, and numerous studies
have established the enormously deleterious role of hepatic steatosis in ischemia-
reperfusion (I/R) injury that inevitably occurs in both liver resection and transplantation.
Thus, steatotic livers exhibit a higher frequency of post-surgical complications after
hepatectomy, and using liver grafts from donors with NAFLD is associated with an
increased risk of post-surgical morbidity and mortality in the recipient. Diabetes, another
MetS-related metabolic disorder, also worsens hepatic I/R injury, and similar to NAFLD,
diabetes is associated with a poor prognosis after liver surgery. Due to the large increase
in the prevalence of MetS, NAFLD, and diabetes, their association is frequent in the
population and therefore, in patients requiring liver resection and in potential liver graft
donors. This scenario requires advancement in therapies to improve postoperative
results in patients suffering from metabolic diseases and undergoing liver surgery; and
in this sense, the bases for designing therapeutic strategies are in-depth knowledge
about the molecular signaling pathways underlying the effects of MetS-related diseases
and I/R injury on liver tissue. A common denominator in all these diseases is autophagy.
In fact, in the context of obesity, autophagy is profoundly diminished in hepatocytes
and alters mitochondrial functions in the liver. In insulin resistance conditions, there is
a suppression of autophagy in the liver, which is associated with the accumulation of
lipids, being this is a risk factor for NAFLD. Also, oxidative stress occurring in hepatic
I/R injury promotes autophagy. The present review aims to shed some light on the role
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Abstract: Hepatocellular carcinoma has become a leading cause of cancer-associated mortality
throughout the world, and is of great concern. Currently used chemotherapeutic drugs in the
treatment of hepatocellular carcinoma lead to severe side effects, thus underscoring the need for
further research to develop novel and safer therapies. Liver resection in cancer patients is routinely
performed. After partial resection, liver regeneration is a perfectly calibrated response apparently
sensed by the body’s required liver function. This process hinges on the effect of several growth
factors, among other molecules. However, dysregulation of growth factor signals also leads to
growth signaling autonomy and tumor progression, so control of growth factor expression may
prevent tumor progression. This review describes the role of some of the main growth factors whose
dysregulation promotes liver tumor progression, and are also key in regenerating the remaining liver
following resection. We herein summarize and discuss studies focused on partial hepatectomy and
liver carcinogenesis, referring to hepatocyte growth factor, insulin-like growth factor, and epidermal
growth factor, as well as their suitability as targets in the treatment of hepatocellular carcinoma.
Finally, and given that drugs remain one of the mainstay treatment options in liver carcinogenesis,
we have reviewed the current pharmacological approaches approved for clinical use or research
targeting these factors.

Keywnrds: liver cancer; liver resection; growth factors; regeneration; hepatocyte grow!h factor;
insulin-like growth factor-1; epidermal growth factor

Biomedicines 2021, 9, 1158. https:/ /doi.org/10.3390/biomedicines091158

https: / /www.mdpi.com/journal /biomedicines

195



Anexos

196



Anexos

& frontiers | Frontiers in Medicine

@ Check for updates

OPEN ACCESS

EDITED AND REVIEWED BY
Angel Lanas,
University of Zaragoza, Spain

*CORRESPONDENCE
Carmen Peralta
cperalta@recerca.clinic.cat

RECEIVED 30 October 2023
accepTeD 06 November 2023
pusLISHED 17 November 2023

CITATION

Mico-Carnero M, Trostchansky Aand Peralta C
(2023) Editorial: Pathological livers in the
surgery of hepatic resections and liver
transplantation, volume Il

Front. Med. 10:1330122.

doi: 10.3389/fmed.2023.1330122

COPYRIGHT

© 2023 Mica-Carnero, Trostchansky and
Peralta. This is an open-access article
distributed under the terms of th
Commens Aftribution License
distribution or reproduction in other forums is
permitted, provided the original author{s) and
the copyright owner(s) are credited and that
the original publication in this journal is cited, in
accordance with accepted academic practice.
No use, distribution or reproduction is
permitted which does not comply with these
terms.

Frontiers in Medicine

puBLisHED 17 November 2023

| Tvee Editorial
pol 10.3389/fmed.2023.1330122

Editorial: Pathological livers in the
surgery of hepatic resections and
liver transplantation, volume Il

Marc Micéd-Carnerol?, Andrés Trostchansky® and
Carmen Peralta'*

Liver, Digestive System and Metabolism, Institut d'Investigacions Biomédiques August Pi
, Barcelona, Spain, *Universitat de Barcelong, Barcelona, Spain, *Departamento de Bioguimica
and Centro de Inwvestigaciones Biomedicas [CEINBIO), Facultad de Medicina, Universidad de la
Republica, Montevideo, Uruguay

KEYWORDS

liver transplantation, ischemia reperfusion (I/R) injury, partial hepatectomy, steatosis, liver
surgery

Editorial on the Research Topic

Pathological livers in the surgery of hepatic resections and liver
transplantation, volume |l

Deceased organ donation consists of both donation after circulatory death (CD) and
donation after brain death (BD) (1). The majority of liver transplants (~80%) involve organs
from BD donors, with 4-20% originating from CD donors (2). Both CD and BD result
in significant hemodynamic alterations, mesenteric microcirculation hypoperfusion, and
warm hepatic ischemia, culminating in inflammation and cell damage, ultimately leading
to deleterious effects on the liver grafts used for transplantation (3, 4).

To reduce transplant waiting lists, the use of marginal liver grafts could expand the
pool of available organs by using deceased donors. Marginal livers can be classified into
two different categories: those with a higher risk of impaired function (e.g., those from
older patients, people who are steatotic, diabetic donors, and split livers, among others), and
grafts carrying the risk of infection or malignancy for the recipient (e.g., donors with viral
infections or cancer) (5). This topic is of clinical and scientific interest since there will soon
be an increased need for liver grafts from marginal donors to alleviate transplant waiting lists
and because of the prevalence of metabolic disorders in liver resections.

There is an urgent demand for therapeutic, surgical, and technological strategies to
alleviate the detrimental effects of BD and CD on liver grafts, improve the tolerance of
marginal livers to ischemia/reperfusion (I/R) injury, and address regenerative failure in
partial hepatectomies and liver transplants (6). Despite numerous studies, the influence of
each variable related to marginal donors on graft function, recipient survival, and post-
surgical outcomes in major liver surgeries remains under investigation due to controversial
results (7). Furthermore, the molecular mechanisms underlying the harmful effects of BD
and CD on transplanted liver grafts are being studied and more studies have to be performed
to report new signal pathways involved in this process (2, 8, 9). Understanding the common
molecular signaling pathways that underlie various liver pathologies, including BD and CD,
as well as their role in hepatic I/R, is crucial for clinical practice. Discussions and studies
in this field are essential for developing effective interventions to enhance postoperative
outcomes for marginal livers undergoing transplantation or resection and deceased organ
donation. These advances would not only alleviate transplant waiting lists by enabling the use
of grafts from extended criteria donors but also lead to improved outcomes for pathological
livers undergoing resection, thereby enhancing the clinical outlook for liver surgery in
the future.
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