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RESUMEN 

En la práctica clínica, el trasplante de hígado supone una de las pocas 

soluciones a enfermedades hepáticas en estado terminal. Multitud de personas 

fallecen esperando un injerto hepático debido a la escasez de órganos. Actualmente, 

entre el 70 y el 80% de los órganos disponibles para trasplante proceden de donantes 

con muerte cerebral (BD), lo que reduce la tolerancia de estos injertos a la lesión por 

isquemia-reperfusión (I/R), reduciendo la viabilidad de los mismos. La falta de órganos 

disponibles, ha derivado en la utilización de hígados 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 hepática se considera un 

factor de riesgo para el éxito en la cirugía de trasplante ya que estaría afectando a los 

resultados post-operatorios. Esta condición es cada vez más prevalente en la sociedad 

y puede ser debida a varios factores como la dieta o el consumo abusivo de alcohol. 

Este último factor, estaría también causando un gran número de patologías hepáticas 

que se engloban dentro de las ALD (enfermedad hepática relacionada con el consumo 

de alcohol), lo que estaría también afectando a la viabilidad de los injertos según los 

datos de la ONT (Organización Nacional de Trasplantes). En la presente tesis hemos 

establecido que: (a) el tratamiento con emulsiones lipídicas protege a los injertos 

esteatósicos de donantes con BD frente a la lesión por isquemia-reperfusión e 

inflamación; (b) la neuregulina-1 endógena estaría ejerciendo efectos beneficiosos 

frente al daño inducido por I/R en el TH con injertos procedentes de donantes con BD 

mediante las vías NRG1-PAK1-VEGFA (injertos no esteatósicos) y NRG1-PAK1-IGF1 

(injertos esteatósicos); y (c) la GH protege a los injertos con ALD procedentes de DBDs 

antes de su extracción mediante el aumento en la expresión de  VEGFB y de VEGFA en 

el intestino. Los resultados derivados de la presente tesis son de interés científico y 

clínico y son de vital importancia para contribuir al desarrollo de nuevas estrategias 

farmacológicas para en última instancia mejorar la viabilidad de los injertos hepáticos 

sometidos a trasplante, mejorar los resultados post-operatorios y evitar el problema 

socioeconómico que representa la escasez de órganos disponibles para el trasplante. 

En la presente Tesis Doctoral se presentan estrategias que pueden ser útiles en el 

trasplante hepático con injertos procedentes de donantes con BD con injertos con 



 

 
 

criterio extendido, los cuales son rechazados para trasplante por sus condiciones 

patológicas, lo cual no hace más que agravar la problemática clínica de las listas de 

espera.  
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INTRODUCCIÓN 

1. TRASPLANTE HEPÁTICO 

El trasplante hepático (TH), continúa siendo la única terapia efectiva para las 

enfermedades hepáticas crónicas en fase terminal. Las indicaciones incluyen daño 

hepático irreversible causado por diversos factores, que pueden ser infecciones virales 

crónicas, consumo excesivo de alcohol, enfermedad hepática esteatósica asociada a 

disfunción metabólica (MAFLD por sus siglas en inglés), patologías biliares, cáncer 

hepático o incluso un fallo hepático agudo (Pollok et al. 2023). Se estima según la 

GODT (Observatorio Globlal de Donación y Trasplantes) que en 2022 hubo más de 

37.000 trasplantes de hígado a nivel global (GODT 2023) y solo en España casi 1.200 

según la ONT (Organización Nacional de Trasplantes) (ONT 2023). Estas cifras muestran 

la importancia clínica y socioeconómica que puede llegar a alcanzar dicho 

procedimiento. La alta demanda de requerimientos de esta cirugía, así como el 

incremento de las listas de espera y la escasez de órganos disponibles para ser 

trasplantados, ha llevado a los centros a utilizar para el trasplante, hígados 

considerados de criterio extendido (Lascaris et al. 2022). Estos injertos se consideraban 

no aptos para trasplantar ya que tenían un mayor riesgo de sufrir daño durante o 

después de la cirugía de trasplante debido a sus condiciones patológicas, entre los 

cuales encontramos injertos procedentes de  donantes con esteatosis (especialmente 

severa), hígados con desórdenes 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 hígados disponibles para trasplante provienen de DBDs (Kwong et al. 2023; 

ONT 2023), de los cuales el 50% presenta esteatosis hepática (Reis-Júnior et al. 2019), 

siendo estos injertos con presencia de esteatosis más susceptibles a sufrir daño 

durante la cirugía debido al proceso inherente de isquemia-reperfusión -lo que 

conlleva además al desarrollo de un fallo regenerativo- (Xu et al. 2016). Este hecho 

acentúa aún más el problema de la escasez de órganos, ya que un porcentaje 

considerable de tales injertos se descarta para el trasplante (aprox.25%) debido al 

riesgo que conllevaría para el receptor (ONT 2023).  
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2. INJERTOS HEPÁTICOS CON CRITERIO EXTENDIDO PROCEDENTES DE 

DONANTES CON MUERTE ENCEFÁLICA 

Los donantes cadavéricos se pueden clasificar principalmente en dos 

categorías: donantes con muerte cardiocirculatoria (DCD por sus siglas en inglés) y 

donantes con muerte encefálica (DBDs), siendo estos últimos los donantes cadavéricos 

más habituales (Jiménez-Castro et al. 2015). Con respecto a los injertos procedentes de 

DBDs, como se ha mencionado anteriormente, son más susceptibles al daño por 

isquemia-reperfusión y fallo en la regeneración inherente al TH. La muerte encefálica 

(BD por sus siglas en inglés), se caracteriza por una pérdida de función cerebral 

irreversible causada más comúnmente por una hemorragia, hipoxia o un traumatismo 

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

La BD no es un proceso que afecte únicamente al sistema nervioso central o al 

hígado, ya que tiene efectos multisistémicos (alteraciones hormonales, inflamatorias, 

hemodinámicas etc.) que se desencadenan como consecuencia de un incremento de la 

presión intracraneal (Jiménez-Castro et al. 2015; Dziodzio et al. 2014). Se conoce que la 

afectación multiorgánica derivada de este proceso ocurre cuando ha habido una 

afectación del sistema nervioso autónomo que provoca la subsiguiente síntesis masiva 

de citoquinas pro-inflamatorias (Corps et al. 2015). Esta “tormenta” de citoquinas 

desencadena una activación del sistema inmunitario que conlleva infiltración 

neutrofílica y linfocitaria en los diferentes órganos, así como lo activación de diferentes 

mecanismos pro-inflamatorios (modulación de la actividad de las células NK, células de 

Kupffer, linfocitos T, NKT etc.), afectando la función del órgano (Jiménez-Castro et al. 

2015; Dziodzio et al. 2014). Esta respuesta inflamatoria ocurre en el donante, antes de 

la extracción del injerto hepático del donante y de su implantación en el receptor, 

agravando la susceptibilidad de los injertos hepáticos a la consiguiente lesión 

producida por el proceso de isquemia-reperfusión (I/R) que ocurre durante el proceso 

de isquemia fría y cuando se implanta el injerto en el receptor (isquemia caliente), 

procedimiento previo a la reperfusión del injerto en el receptor.  

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

liberación masiva de catecolaminas a nivel sistémico, que se da después del aumento 
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de presión intracraneal (Chiari et al. 2000). Esto provoca una desregulación de los 

sistemas nerviosos simpático y parasimpático provocando alteraciones hemodinámicas 

que afectarán negativamente la viabilidad del injerto (Jiménez-Castro et al. 2015). Se 

producen fallos en la perfusión de los órganos y en consecuencia, una limitada 

oxigenación que no hace más que alterar el metabolismo derivándolo a un estado 

anaeróbico (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 metabólica por 

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

Se conoce que la BD causa disfunciones en el eje hipotalámico-pituitario, 

provocando cambios drásticos en los niveles hormonales en el torrente sanguíneo, 

como pueden ser los niveles de GH (hormona del crecimiento por sus siglas en inglés), 

que es segregada por la glándula pituitaria anterior (Tan et al. 2017; Nair-Collins et al. 

2021). Estas alteraciones endocrinas estarían afectando también a la respuesta 

inflamatoria, ya que se ha reportado en diversos estudios que los bajos niveles de GH 

estarían relacionados con patologías que cursan con procesos inflamatorios 

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

Según 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 órganos de sufrir un daño irreversible durante la cirugía (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 hepáticos disponibles para trasplante 

presentan cierto grado de esteatosis (Reis-Júnior et al. 2019). Es por este motivo que el 

estudio de los mecanismos moleculares que provocan una mayor disposición de estos 

órganos a sufrir daño durante la cirugía es de relevancia científica y clínica.  
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A continuación, se detallarán dos de las condiciones patológicas que pueden 

incrementar el daño por I/R cuando los injertos se someten a cirugía del TH: esteatosis 

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

 Esteatosis hepática  

La esteatosis hepática es la patología del hígado más prevalente en la sociedad, 

y se estima que alrededor del 50% de los DBDs la padecen (Reis-Júnior et al. 2019). Se 

ha reportado en diversos estudios  clínicos y preclínicos que los injertos esteatósicos 

tienen un mayor riesgo de sufrir un fallo primario o disfunción después de la cirugía de 

TH (Álvarez-Mercado et al. 2019; Jiménez-Castro et. al 2015). Las dietas hipercalóricas, 

así como el sedentarismo en los últimos años han contribuido a que el porcentaje de 

personas que padecen esta condición esté incrementando y se estima una mayor 

prevalencia de tal desorden hepático en los próximos años (Younossi et al. 2018).  

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

puede estar causada por diversos factores. Esta se puede deber a la dieta, al síndrome 

Tabla 1. Causa de no implante de hígados extraídos (n=524). (ONT 2023) 
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metabólico, diabetes, hiperlipidemia o consumo excesivo de alcohol entre otros 

factores (Powell et al. 2021). Podemos clasificar la esteatosis en macrovesicular y 

microvesicular, según si los hepatocitos contienen una sola vacuola lipídica o varias (S. 

Han et al. 2015). No obstante, se pueden presentar ambos tipos de esteatosis a la vez. 

Según el grado de esteatosis, se puede clasificar en: leve (<30% de infiltración grasa), 

moderada (30-60% de infiltración grasa) y severa (>60% de infiltración grasa) (S. Han et 

al. 2015).  

Los trastornos del hígado graso los podemos clasificar en función de si son o no 

causados por el consumo de alcohol (Powell et al. 2021). El más común es el MAFLD. 

Esta condición puede ir o no acompañada de inflamación, pasándose a llamar NASH 

(esteatohepatitis no-alcohólica por sus siglas en inglés) en los casos donde cursa con 

inflamación (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 último 

término HCC (Carcinoma hepatocelular), la forma más severa de enfermedad hepática 

crónica terminal (Hardy et al. 2016).  

 Enfermedad hepática relacionada con el consumo de alcohol (ALD) 

La ALD es una de las principales causas de enfermedad hepática crónica a nivel 

mundial. Engloba un amplio espectro de patologías hepáticas que van des de la 

esteatosis causada por el consumo de alcohol, a la fibrosis, esteatohepatitis, cirrosis o 

en último término HCC. Su progresión provoca no solamente un daño hepático, si no la 

afectación de diferentes tejidos como puede ser el intestino entre otros (Wu et al. 

2023). A más a más, 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 patologías hepáticas (Wu et al. 2023). Otro dato que 

muestra la importancia socioeconómica y sanitaria que representa el consumo abusivo 

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

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

de donantes con algún tipo de problema relacionado con el consumo de alcohol. 
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Dichos informes reportan que durante los últimos 10 años muchos de estos injertos 

hepáticos fueron descartados en relación a aquellos que proceden de donantes sin 

ALD o sin problemas con el consumo de alcohol. Según la ONT, el nivel de alcohol 

consumido estuvo directamente correlacionado con el porcentaje de injertos 

hepáticos descartados para trasplante (ONT 2023). Se estima que el 40,6% de los 

hígados procedentes de donantes con un consumo importante de alcohol (más de 50 

gr al día) son descartados, mientras que en los casos de injertos de donantes con un 

consumo moderado (menos de 50 gr de alcohol al día) 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 vías 

implicadas en el daño por I/R en injertos hepáticos de DBDs con ALD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Porcentaje de injertos hepáticos descartados según el grado de consumo 

de alcohol del donante entre 2013 y 2022. (ONT 2023) 
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3. LESIÓN POR ISQUÉMIA/REPERFUSIÓN 

La lesión inducida por isquemia-reperfusión (I/R) es un proceso que se da en las 

cirugías cuando se priva al órgano de flujo sanguíneo (isquemia) para restablecerlo 

posteriormente (reperfusión). Cada una de las fases de este proceso se asocia con 

mecanismos de daño diferentes. Mientras que durante la isquemia tiene lugar 

principalmente  una falta de oxígeno y la producción de sustancias citotóxicas; la 

reperfusión se asocia a la producción de mediadores pro-inflamatorios, fallos en la 

microcirculación hepática e infiltración neutrofílica en el parénquima hepático 

(Eltzschig et al. 2011).  

La complejidad de los mecanismos celulares y líneas de señalización 

involucradas en la fisiopatología de la lesión por I/R hacen que sea una condición 

extensamente estudiada a lo largo de los años por un gran número de investigadores y 

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

En la práctica del TH, se presentan dos tipos de isquemia diferente: la isquemia 

fría (CI por sus siglas en inglés) y la isquemia caliente (WI por sus siglas en inglés). La 

lesión por CI se asocia a la preservación del injerto en una solución de preservación de 

órganos a 4oC, proceso que se inicia antes de la extracción del órgano del donante, 

cuando se perfunde con una solución de preservación a dicha temperatura 

(preservación hipotérmica estática). Después de su extracción, se conserva a esta 

misma temperatura hasta su implantación en el receptor. Los tiempos a los que se 

someten los injertos a periodos de CI son de entre 6 y 8 horas en la práctica clínica aun 

que se pueden dar tiempos de hasta más de 12 horas (Sibulesky et al. 2016; Kupiec-

Weglinski et al. 2005). Cabe destacar que la duración de la CI es directamente 

proporcional al daño que sufre el órgano (Lozanovski et al. 2020). Después de este 

periodo, el órgano 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 implantación o anastomosis 

(Jochmans et al. 2018). Una vez realizadas, se restablece el flujo sanguíneo al órgano, 

lo que provocaría el daño por reperfusión (Eltzschig et al. 2011) (Figura 2).  
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Como se ha mencionado anteriormente, son muchos los mecanismos celulares 

y tipos celulares implicados en la lesión hepática por I/R, algunos de los cuales se 

muestran en la siguiente imagen (Figura 3):  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fases del proceso de I/R en el TH con donantes con BD. 

Reperfusión

Tras al finalización de la anastomosis

Isquemia caliente

Implantación en el receptor hasta la anastomosis

Isquemia fría

>4h en la solución de preservación de órganos a 4ºC

Muerte cerebral



Introducción 
 

19 
 

 

 

Durante la isquemia, las células hepáticas no reciben oxígeno por lo que los 

hígados estarían obteniendo la energía a través de vías anaeróbicas causando de esta 

forma un aumento en los niveles de lactato después de la inducción de la isquemia 

debido a la activación de la glicolisis anaeróbica (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 disfunción primaria del injerto (Liu et al. 2023). Esto es debido a  que se produce 

una acidosis metabólica que causa una afectación del gradiente de los iones 

provocando en última instancia edema y daño en los hepatocitos (Cannistrà et al. 

2016). 

En los hígados, existen otros muchos tipos celulares afectados e involucrados 

en la lesión por I/R como pueden ser las LSECs (células endoteliales sinusoidales 

hepáticas) o las CK (Células de kupffer). Estas al igual que los hepatocitos producen una 

gran cantidad de ROS (especies reactivas de oxígeno), que estarían causando daño 

Figura 3. Mecanismos implicados en la lesión por I/R asociada al TH en injertos de 

hígado no esteatósico (gris) y esteatósico (verde). Extraído de (Álvarez-Mercado et 

al. 2019) 
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hepatocitario a través de la peroxidación lipídica, oxidación de proteínas, disfunción 

mitocondrial o daño en el ADN (ácido desoxirribonucleico). La producción de estas 

sustancias llevará a la activación de vías pro-inflamatorias que promoverán la 

acumulación de neutrófilos exacerbando la inflamación (G. Bardallo et al. 2022). Se ha 

descrito que la producción de ROS y la posterior peroxidación de lípidos, aumenta la 

infiltración de neutrófilos y la activación de las CK, contribuyendo aún más a la 

respuesta inflamatoria hepática (Tang et al. 2022). Los neutrófilos y las CK estarían 

provocando la producción de citoquinas proinflamatorias como TNF-α e IL-1β, que 

promueven a su vez la activación y acumulación de más neutrófilos a través de la 

expresión de moléculas como ICAM-1 (molécula de adhesión intracelular 1), VCAM 

(molécula de adhesión 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 

plaquetas en la lesión por I/R, que estarían secretando factores TGF-β (Factor de 

crecimiento transformante β) o el óxido nítrico (NO), que agravarían la lesión de las 

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

Al contrario de lo que podría parecer, el hecho de que al tejido vuelva a llegar 

oxígeno de nuevo durante la fase de reperfusión, no provoca una reversión del daño 

que se da durante la isquemia, sino que lo empeora. Al ser los hepatocitos células tan 

metabólicamente activas y contener un gran número de mitocondrias, tienen una alta 

capacidad de producción de ROS, así pues, cuando se restablece el flujo de oxígeno al 

tejido previamente isquémico, las mitocondrias incrementan la producción de ROS 

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

Una de las últimas consecuencias del daño por I/R en la cirugía de TH es el fallo 

regenerativo. Debido a la inflamación, el estrés oxidativo o los cambios metabólicos 

entre otros factores, se ve afectada la proliferación de los hepatocitos y del resto de 

células hepáticas después de la reperfusión (Kuboki et al. 2008; Barone et al. 2005). 

Todo ello, estaría 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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 Lesión por I/R en injertos procedentes de donantes con criterio extendido 

En el TH, existen diversos factores que agravan la lesión inducida por I/R como 

la BD, la esteatosis o el tiempo de isquemia fría. Se ha descrito en diversos estudios 

que los injertos patológicos procedentes de donantes con BD tienen más 

susceptibilidad a sufrir un mayor daño durante el proceso quirúrgico. Los últimos datos 

de la ONT así como diferentes estudios científicos han remarcado la importancia de la 

presencia de esteatosis en el daño por I/R o el fallo primario del injerto (ONT 2023; 

Jadhav et al. 2020), o los largos periodos de isquemia fría, que estarían estrechamente 

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

Se ha descrito que en los hígados con infiltración grasa, el exceso de ácidos 

grasos libres en tejido hepático, conlleva un incremento de la actividad β-oxidativa lo 

que promueve una todavía mayor producción 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 conduciría a una disfunción mitocondrial que debido a la disminución en los 

niveles de ATP puede llevar al fallo primario o disfunción del injerto tras la cirugía 

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

Por otra parte, está también reportado en la literatura que tanto en pacientes 

con esteatosis como en hígados con ALD las CK tienen un papel importante en el 

desarrollo de la patología y estarían activadas, lo que daría píe a una mayor producción 

de citoquinas pro-inflamatorias exacerbando aún más el daño hepático (Slevin et al. 

2020; Dong et al. 2024).  

Con respecto al proceso de regeneración del tejido, cabe mencionar que en  el 

caso de tratarse de hígados patológicos, por ejemplo, con presencia de esteatosis, este 

proceso regenerativo necesario después de una cirugía se ve todavía más afectado 

debido a que la lesión inducida por la I/R afecta negativamente el proceso de 

regeneración hepática (Hsiao et al. 2010).  

Así 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 lesión y más todavía en el contexto de los hígados 
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patológicos. No obstante, hay que dejar constancia que lo reflejado en la 

correspondiente figura es sólo una mínima parte de la fisiopatología del proceso de I/R 

hepática, 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 más detallada toda la complejidad del proceso de I/R (Jiménez-

Castro et al. 2015; Álvarez-Mercado et al. 2019; Gracia-Sancho et al. 2015). Y si ya es 

compleja la lesión por I/R, hay que tener en cuenta que los mecanismos implicados 

pueden ser diferentes dependiendo del tipo de isquemia (caliente o fría), del tipo de 

hígado y de las diferentes patologías hepáticas o del tiempo de isquemia fría entre 

otros muchos factores. De ahí que la lesión por I/R continúe siendo un problema sin 

resolver en la práctica clínica.   

4. EJE INTESTINO-HÍGADO 

Dada la estrecha relación anatómica y funcional bidireccional entre el tracto 

gastrointestinal y el hígado vía circulación portal, diversos estudios han reportado un 

papel importante del intestino en la lesión hepática por I/R (Micó-Carnero et al. 2021). 

Son muchos los estudios que indican una relación directa entre la disbiosis intestinal y 

diversas patologías que cursan con problemas hepáticos: cirrosis, ALD, MAFLD etc. 

(Trebicka et al. 2021; Aron-Wisnewsky et al. 2020; Dukić et al. 2023; Szabo 2015). Por 

otro lado, su papel en el pronóstico de la cirugía hepática del trasplante sigue sin estar 

claramente definido. 

La microbiota intestinal desempeña un papel crucial en la salud del hígado al 

metabolizar las sales biliares, neutralizando su toxicidad y transformando los ácidos 

biliares primarios en secundarios. Los ácidos biliares (BAs) activan receptores nucleares 

como el receptor farnesoide X (FXR por sus siglas en inglés) y el receptor de membrana 

acoplado a proteínas G (TGR5) en el íleon. La disbiosis de la microbiota intestinal 

reduce la síntesis de estos receptores, lo que induce la translocación y el 

sobrecrecimiento bacteriano, afectando a la permeabilidad intestinal. Esto aumenta 

los niveles de lipopolisacáridos (LPS), que pueden activar el factor nuclear kappa B (NF-

κB) (estrechamente relacionado con la lesión hepática por I/R) a través de los “toll-like 

receptors” (TLR) y los “nod-like receptors” (NLR), promoviendo la producción de 
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citocinas inflamatorias que a través de la circulación portal afectarán a la progresión de 

las enfermedades hepáticas que cursen con inflamación. Todo este proceso afectará a 

nivel hepático aumentando el daño en el hígado en el contexto de la lesión por I/R, 

debido a su vez a desregulaciones  en los niveles de FGF15 (Factor de crecimiento 

fibroblástico 15) y GLP-1 (del inglés “Glucagón-like peptide-1”) (Figura 4) (Micó-

Carnero et al. 2021). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Relevancia del eje intestino hígado. ↑: Aumento; ↓: Disminución; AAs: 

Aminoácidos; BAs: Ácidos biliares; FXR: Receptor X de farnesoide; FGF15: Factor de 

crecimiento de fibroblastos 15; GLP-1: Péptido similar al glucagón 1; LPS: 

Lipopolisacáridos; TGR5: Receptor de Takeda acoplado a proteínas G 5; SCFAs: Ácidos 

grasos de cadena corta. Extraído y adaptado de (Micó-Carnero et al. 2021).  
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Cabe destacar también, no solo el papel de la microbiota en la relevancia del 

eje intestino-hígado en el contexto de la I/R, sino también de otros factores. 

Recientemente se ha identificado en estudios preclínicos que la activación de FXR a 

través del FGF15 tiene la capacidad de mejorar los resultados del TH en DBDs en 

injertos esteatósicos y no esteatósicos. Es bien conocido que la BD induce daño 

intestinal e induce una reducción de la expresión de FXR, con la consiguiente reducción 

de FGF15 intestinal que se asocia con  niveles reducidos de FGF15 en hígado, lo cual 

causa a su vez daño hepático y fallo regenerativo (Gulfo et al. 2020). En este estudio se 

observó que la administración exógena de FGF15 a donantes con BD normalizó los 

niveles de BAs, protegiendo frente al daño intestinal y hepático inducido por la BD. Por 

otra parte, en injertos esteatósicos procedentes de DCDs, FGF15 no estaría 

involucrado en el daño hepático o la capacidad regenerativa, mientras que si tendría 

un papel relevante evitando el daño por I/R en injertos procedentes de DCDs no 

esteatósicos (Avalos-de León et al. 2019). 

En modelos preclínicos de TH con injertos esteatósicos y no esteatósicos 

procedentes de DCDs, se ha observado que las alteraciones en los niveles GLP-1 

hepático, que deriva del intestino, afectaron a los resultados postoperatorios. Dicho 

estudio indicó que el tratamiento con GLP-1 exógeno podría resultar beneficioso para 

evitar el daño por I/R en hígados con esteatosis procedentes de DCDs (Avalos-de León 

et al. 2019b). Se ha reportado también que GLP-1 puede modular la composición de la 

microbiota intestinal en individuos obesos y diabéticos (Zhao et al. 2018). Además, se 

sabe que ciertos ácidos grasos de cadena corta (SCFA) como el propionato inducen la 

síntesis de GLP-1 (Psichas et al. 2015). Dado que la microbiota metaboliza los SCFAs, 

que estarían a su vez regulando la síntesis de GLP-1, se espera que una desregulación 

del microbioma pueda afectar negativamente los SCFAs y, en consecuencia, al GLP-1 y 

en última instancia al TH. 

Como se puede observar, son diversos los factores que pueden desencadenar 

una respuesta a nivel hepático procedente del intestino, por lo que el estudio de la 

lesión hepática 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 NUTRICIÓN EN LA LESIÓN HEPÁTICA POR I/R 

Todavía no se ha logrado definir un régimen nutricional óptimo para potenciar 

la regeneración en el contexto de la cirugía hepática de trasplante. No obstante, se ha 

observado que ciertos factores dietéticos así como la sobrealimentación y el tipo de 

dieta son claves para el desarrollo de ciertas enfermedades hepáticas como la 

esteatohepatitis tanto alcohólica como no alcohólica (Hammad et al. 2015). Como se 

ha comentado anteriormente, la microbiota intestinal presenta un papel clave en la 

función del eje intestino-hígado, y está 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 última instancia agravar la lesión por I/R y la regeneración 

tisular (Micó-Carnero et al. 2021).   

Diversos estudios han demostrado la capacidad del ayuno para influir en la 

lesión por I/R en el contexto de las cirugías hepáticas (Cornide-Petronio et al. 2020). Se 

ha observado que la restricción proteica así como la suplementación de la dieta con 

vitamina C y E pueden ejercer efectos protectores en modelos preclínicos, pese a que 

se desconocen los mecanismos subyacentes  (Hine et al. 2015). El papel del ayuno en la 

lesión por I/R no está claramente definido y existen discrepancias en la literatura en 

relación a su efecto (Cornide-Petronio et al. 2020). Por una parte, estudios recientes 

indican que el ayuno de 12-24 horas podría ofrecer protección frente a la lesión por 

I/R, reduciendo la apoptosis y la necrosis. Este ayuno a corto plazo estaría potenciando 

la sobreexpresión de proteínas antioxidantes y de autofagia debido al aumento del β-

hidroxibutirato (BHB). Todo esto a su vez, estaría inhibiendo la actividad del 

inflamasoma NLRP3 (del inglés “NLR family pyrin domain containing 3”), inhibiendo sus 

potenciales efectos negativos sobre la lesión por I/R (Miyauchi et al. 2019). Sin 

embargo, otros estudios han mostrado resultados contradictorios, sugiriendo que el 

ayuno puede no proporcionar protección en todos los contextos experimentales 

(Papegay et al. 2017). Lo mismo ocurre con los efectos del ayuno a largo plazo  (2-7 

días) sobre la lesión hepática por I/R donde hay discrepancias acerca de su eficacia 

(Cornide-Petronio et al. 2020). Debido a la importancia del eje intestino-hígado 

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 

hepáticas. Se han llegado a evidenciar  efectos protectores frente a la lesión hepática 

por I/R, el estrés oxidativo, inflamación o regeneración debido al consumo de 

suplementos derivados de plantas, aditivos,  dietas suplementadas con aceites de 

pescado, LC-PUFAs (ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga), aminoácidos como 

la L-glutamina, el omega-3, probióticos o BCAAs (aminoácidos de cadena ramificada) 

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

Se ha observado que una dieta rica en ácidos grasos induce la síntesis de 

esfingosina-1-fosfato (S1P), que tendría un papel clave en el daño hepático y en la 

proliferación de los hepatocitos (Zabielski et al. 2010). Es por este motivo que ciertos 

estudios preclínicos realizados con anterioridad se han centrado en el efecto de las 

dietas ricas en lípidos (sobretodo ácidos grasos) o glucosa en el contexto de la lesión 

hepática por I/R en cirugías de PH. Se observó, que mientras que la administración de 

emulsiones tanto ricas en lípidos como ricas en glucosa ejercían un efecto protector 

frente a la lesión hepática por I/R después de una PH en hígados no esteatósicos, sólo 

el tratamiento con lípidos reducía los efectos nocivos de la cirugía hepática 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 serían de interés clínico y científico 

debido a que algunos aspectos (como por ejemplo la necesidad de regeneración 

hepática y la presencia de oclusión vascular), se comparten entre ambos tipos de 

cirugías (PH+I/R y TH). 

6. ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS PARA REDUCIR LA LESIÓN POR I/R EN EL TH 

Son diversas las estrategias que se han intentado aplicar para reducir la lesión 

por I/R en el contexto de las cirugías de TH. Pese a que algunas de ellas se han aplicado  

en la práctica clínica (por ejemplo la adición de componentes a  las soluciones de 

preservación o la aplicación del precondicionamiento isquémico), ninguna de ellas ha 

conseguido revertir o evitar el daño del injerto hepático, e incluso los resultados 

reportados de tales estrategias pueden ser totalmente opuestos (efectos perjudiciales 

o beneficios) según multitud de condiciones (tipo de injerto hepático, tiempos de 
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isquemia fría o tipos de donantes entre multitud de factores)  que afectan a la calidad 

de los injertos hepáticos y los resultados pos-trasplante.  A título de ejemplo, como 

hemos mencionado, algunas estrategias serían la aplicación de  la técnica quirúrgica 

del precondicionamiento isquémico (PI), el desarrollo de nuevas soluciones de 

preservación de órganos y el uso de fármacos para disminuir o evitar el daño por I/R 

(Mao et al. 2022). Si nos fijamos en tales técnicas, los resultados son contradictorios 

porque en la clínica se aplican diferentes tiempos de precondicionamiento, sin saber 

que este hecho puede llevar a efectos totalmente opuestos. Se sabe además que los 

efectos nocivos derivados de la BD afectan negativamente a los efectos beneficiosos 

del precondicionamiento (Mónica B. Jiménez-Castro et al. 2015). Por consiguiente, en 

la clínica del TH se han de combinar estrategias farmacológicas junto con el 

precondicionamiento para que tales estrategias farmacológicas eviten los efectos 

nocivos derivados de la BD y la aplicación del precondicionamiento se ejecute con 

éxito en la práctica clínica (Mónica 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 preservación que existen en el mercado, lo cual obviamente 

se debe a que se están empleando las mismas soluciones de preservación en contextos 

quirúrgicos totalmente diferentes (Micó-Carnero et al. 2022). Con respecto a los 

fármacos, hay que destacar que no se pueden aplicar los mismos fármacos en todas las 

condiciones quirúrgicas porque los mecanismos implicados en la lesión por I/R y fallo 

en la regeneración son dependientes del tiempo y tipo de isquemia, del tipo de hígado 

y de los donantes, entre otras muchas causas, y por consiguiente, estrategias 

farmacológicas pueden tener efectos totalmente opuestos dependiendo de las 

condiciones quirúrgicas (Avalos-de León et al. 2019; Álvarez-Mercado et al. 2019; Gulfo 

et al. 2020). 

Debido a la relevancia que tiene el tiempo de CI en la viabilidad del injerto, 

muchas estrategias han ido encaminadas a evitar el daño por I/R mejorando las 

soluciones de preservación para mantener a los injertos hepáticos en las mejores 

condiciones durante la isquemia fría antes de su implantación en el receptor. Pese a 

que algunas han derivado en efectos positivos en condiciones quirúrgicas específicas, 

ninguna de ellas ha mostrado la capacidad de revertir  el daño por I/R que se da en los 
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injertos hepáticos, sobre todo en los esteatósicos  (Micó-Carnero et al. 2022). El 

desarrollo de este tipo de soluciones se ha centrado especialmente en la adición de 

sustancias o fármacos con actividad moduladora de las vías de señalización 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 órgano en frío sigue 

siendo una estrategia en fases de investigación para reducir el daño hepático desde la 

creación de la solución de la Universidad de Wisconsin (UW) por Belzer en los años 80, 

debió a los beneficios que tiene reducir la actividad metabólica del órgano por 

enfriamiento durante las fases de CI. Han entrado también al mercado otras soluciones 

como pueden ser la solución de Celsior o IGL-1 con diferentes componentes oncóticos, 

osmóticos o antioxidantes pero ninguna de ellas con una capacidad de inhibición 

completa del daño por I/R (Micó-Carnero et al. 2022). A continuación, se puede 

observar una tabla donde se incluyen las diferentes soluciones de preservación 

utilizadas en la práctica clínica para la preservación en frío de los órganos 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 preservación ya que diferentes estudios indican que con el uso de 

soluciones como por ejemplo IGL-1 entre otras se obtienen prácticamente los mismos 

resultados que si utilizamos la solución de Belzer de los años 80 (Micó-Carnero et al. 

2022).  
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En los últimos años, han sido diversos los estudios que han pretendido avanzar 

hacia una nueva generación de soluciones de preservación de órganos en frío con la 

adición de nuevos componentes con capacidad activa bajo condiciones de isquemia 

fría e isquemia caliente, como el caso de la adición de factores de crecimiento o 

fármacos como  inhibidores de proteasas, el tacrolimus, la trimetazidina o el carvedilol 

(Micó-Carnero et al. 2022; Gracia-Sancho et al. 2015) entre muchos otros como se 

pueden observar de forma más detallada en los estudios previos del grupo  ya 

mencionados anteriormente. Los efectos resultantes del uso de las citadas soluciones 

de preservación están en fase de estudio.  

Son diversas las estrategias farmacológicas que se han intentado usar hasta la 

fecha para evitar el daño por I/R en injertos con criterio extendido y la respuesta 

inflamatoria asociada a este tipo de daño (Gracia-Sancho et al. 2015; Mao et al. 2022; 

Álvarez-Mercado et al. 2019). Hay diversos estudios preclínicos, pero las estrategias 

llevadas a la práctica clínica son escasas y existen discrepancias en la literatura 

científica a cerca de su efectividad. Pueden ser diversos los efectos que provocan que 

Tabla 2. Principales componentes de las soluciones de preservación de órganos en 

frío llevadas a la clínica. HES: almidón hidroxietílico; HTK: histidina-triptófano-

cetoglutarato; IRI: lesión por isquemia/reperfusión; K+: ion intracelular de potasio; 

Na+: ion extracelular de sodio; PEG: polietilenglicol; PO4: ácido fosfórico; UW: 

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



Introducción 
 

30 
 

dichas estrategias no sean completamente eficaces en la práctica clínica, des de los 

efectos nocivos de dichas drogas a nivel sistémico, a la biodistribución del fármaco en 

el organismo o los diferentes efectos que puede tener un mismo fármaco en hígados 

de diferentes tipos (esteatósicos vs no esteatósicos) así como los tipos de donantes, 

tipos de isquemia, entre multitud de factores (Casillas-Ramírez et al. 2006; Carmen 

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

Con respecto a las estrategias quirúrgicas empleadas para evitar el daño por I/R 

encontramos principalmente el PI. Es una estrategia quirúrgica que protege a los 

tejidos frente a la lesión por I/R, especialmente asociada a las resecciones hepáticas, y 

consiste en la aplicación de breves periodos de I/R antes de someter al órgano a un 

proceso de I/R prolongada. A pesar de que se ha reportado beneficiosa en la clínica en 

casos de resecciones hepáticas de tumores (Teo et al. 2020) existen discrepancias 

acerca de su efectividad como técnica quirúrgica eficiente en el TH (Qi et al. 2021) ya 

que existen diferentes factores que no se dan en las cirugías de resecciones (isquemia 

fría, 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 vía terapéutica que se ha explorado para evitar el daño por I/R en el 

contexto del TH ha sido la terapia génica utilizando como vehículos 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 expresión del gen deseado (Carmen 

Peralta et al. 2013; Casillas-Ramírez 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 práctica clínica el 

tratamiento farmacológico con ciertas hormonas con tal de modular el daño que se da 

en los órganos procedentes de donantes con BD. Por una parte, se ha intentado 

modular el daño causado por la I/R con terapia hormonal de T3/T4 (triiodotironina/ 

tiroxina) en el donante, asociándose esta a un incremento de la supervivencia del 

receptor a 1 y 12 meses post-intervención (Novitzky et al. 2016). No obstante, el papel 
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positivo de la T3 no está claramente definido ya que existen estudios que niegan su 

efecto beneficioso en donantes cadavéricos de múltiples órganos con BD (Randell et al. 

1993). 

Podemos concluir, por consiguiente, que no existe un tratamiento efectivo para 

evitar el daño por I/R en injertos procedentes de DBDs con y sin esteatosis no 

alcohólica o ALD. Es de vital importancia profundizar  en el descubrimiento de los 

mecanismos que se ven afectados en estos hígados a causa de los diferentes procesos 

con tal de que se puedan llevar a la práctica clínica estrategias protectoras que 

mejoren la calidad de los injertos, los resultados pos-trasplante y permitan la 

utilización de injertos hepáticos que actualmente son descartados para trasplante por 

sus condiciones patológicas, reduciendo así la problemáticas de la falta de órganos 

disponibles. En la práctica clínica, este hecho supondría una solución al problema de 

las listas de espera para el trasplante ya que permitiría aumentar el número de 

órganos disponibles en tanto en cuanto se aumentaría la tolerancia de los hígados 

procedentes de donantes con criterio extendido a la lesión por I/R y fallo en la 

regeneración hepática. 

7. FACTORES DE CRECIMIENTO Y SU PAPEL EN LA LESIÓN HEPÁTICA POR I/R 

Como se ha visto anteriormente, los factores de crecimiento pueden tener un 

papel muy relevante en el desarrollo del daño por I/R. Los factores de crecimiento son 

proteínas con la principal función de reparar tejidos entre los cuales encontramos el 

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

 Factor de crecimiento insulínico (IGF-1) 

Los IGFs son un grupo de sustancias polipeptídicas con efectos promotores del 

crecimiento, y que juegan un papel imprescindible en el desarrollo celular y en 

múltiples patologías. El IGF-1 en concreto se sintetiza en el hígado y pasa a la 

circulación hasta llegar a sus tejidos diana. Este factor se ve regulado por acción de la 

GH, y se conoce que tiene una estrecha relación con el desarrollo de patologías que 

cursan con inflamación 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 vías 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 daño cerebral traumático (Madathil et al. 2015). Así pues, se 

podría hipotetizar que las vías de señalización moduladas por dicho factor podrían 

tener un papel relevante en la lesión por I/R en hígados con esteatosis procedentes de 

donantes con BD. 

En el contexto del daño por I/R en el TH, estudios previos del grupo han 

demostrado beneficios del presente factor de crecimiento tras su utilización como 

aditivo en la solución de preservación de órganos UW (Universidad de Wisconsin) con 

injertos esteatósicos y no esteatósicos. Este hecho se asoció a un aumento en la 

expresión de AKT (Proteína quinasa B), la cual causó una inhibición de GSK3β 

(Glicógeno-sintasa quinasa-3β) en hígados no esteatósicos y una sobreexpresión de 

PPAR-γ (Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas) en hígados 

esteatósicos (Zaouali et al. 2010). Ambos mecanismos modulados por IGF-1 se han 

identificado en otros estudios como potenciales moduladores de la lesión hepática por 

I/R (H. Zhang et al. 2023; Linares et al. 2018; Casillas-Ramírez 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 patología estudiada, sería de interés científico profundizar 

en los mecanismos de regulación de dicho factor de crecimiento en la lesión hepática 

por I/R. 

 Factor de crecimiento vascular-endotelial A y B (VEGFA/B) 
La familia de los VEGF está 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 están 

involucrados en diferentes funciones entre las que incluimos angiogénesis, inhibición 
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de las vías apoptóticas o modulación 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 patologías hepáticas, 

en relación al VEGFA, se ha descrito recientemente que tendría un papel importante 

en la evolución de MAFLD hacia HCC (Shen et al. 2022). Destacar, que poco se sabe a 

cerca de una potencial relación entre el consumo de alcohol y el VEGFA, simplemente 

que se incrementan sus niveles en tejido hepático tras el consumo de alcohol (Ceccanti 

et al. 2012). Al contrario de lo que ocurre con el VEGFB, tal y como veremos a 

continuación, existen resultados previos que describen un papel especialmente 

relevante del VEGFA en la lesión hepática inducida por I/R, indicando que el VEGFA 

podría estar exacerbando el daño causado cuando los hígados se someten a una 

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

Por otra parte, en un estudio reciente en un modelo de ratones diabéticos con 

MAFLD, la inhibición de VEGFB durante períodos prolongados (2 meses) previno el 

desarrollo de la patología mediante el bloqueo de la lipólisis en el tejido adiposo. Por el 

contrario, en un modelo preclínico de ratones VEGFB-KO (VEGFB- knockout) con 

obesidad inducida se reportó que VEGFB estaría potenciando el desarrollo de la 

MAFLD. Al igual que con el VEGFA, se ha observado que el consumo de alcohol en 

animales de experimentación estaría incrementando los niveles de VEGFB en el 

parénquima hepático (Costa et al. 2017). Se ha descrito también en dos recientes 

estudios que el VEGFB podría estar implicado en la lesión por I/R en tejido cardíaco, no 

obstante no se han reportado estudios sobre el papel de VEGFB en condiciones de 

daño por I/R hepática (Kivelä et al. 2014; Raissadati et al. 2017). 

Hasta la fecha no se ha publicado ningún estudio que describa un papel 

relevante del VEGFA o el VEGFB en el contexto del daño por I/R en el TH con hígados 

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

La neuregulina-1 (NRG1) es un factor neurotrófico que se expresa 

abundantemente en el sistema nervioso. Es una proteína 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 múltiples isoformas de este 

factor, se conoce que puede tener diferentes funciones de proliferación y 

diferenciación glial, neuronal y otras células nerviosas, de expresión 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 patologías 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, podríamos hipotetizar que la BD podría estar 

también afectando a sus niveles o función. 

Con respecto al papel del NRG1 en el hígado, se ha descrito en diversos 

estudios que puede ejercer  efectos metabólicos importantes a nivel hepático, ya que 

tendría la capacidad de mejorar la resistencia a insulina en modelos preclínicos al 

activar ErbB3 (Receptor tirosina proteína quinasa 3) y promover la fosforilación de AKT 

en los hepatocitos (Meng et al. 2021). Todo esto conduce a la expresión de genes 

gluconeogénicos y a la producción de glucosa hepática en modelos con y sin obesidad 

(P. Zhang et al. 2018). Recientemente se ha demostrado también un papel protector 

de NRG1 en el hígado graso no alcohólico a través de la vía que estaría modulando la 

resistencia a insulina ErbB3-AKT. Este estudio, estaría demostrando que el papel del 

NRG1 estaría basado en la reducción en los niveles de TG (triglicéridos) e inhibición 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 hepatotóxicos en líneas 

celulares hepáticas atenuando la respuesta inflamatoria y frente al daño, 

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

Se ha podido observar una regulación de PAK1 (quinasa activada por p21) por 

parte de NRG1 (Bourguignon et al. 2007). Se conoce que PAK1 se expresa en tejido 

hepático y que su activación tendría 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 fisiológicas 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 

tendrían capacidad de modularlo (Seo et al. 2017; Bagheri-Yarmand et al. 2000). 

También se ha descrito la interacción entre NRG1 y el factor IGF-1 en cultivos celulares 

de cardiomiocitos (Rupert et al. 2017) así como una relación entre PAK1 e IGF1 en 

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

Estudios previos han reportado que tanto PAK1 como NRG1 podrían jugar un 

papel importante en la en la lesión por I/R en el corazón 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 hepática no debe de ser descartado.  

Destacar como ya se ha mencionado anteriormente el papel beneficioso del 

factor VEGFA en el contexto de la cirugía hepática de PH con I/R (Bujaldon et al. 2019). 

Y por otra, el papel del IGF1 en el contexto también del daño por I/R tanto 

administrado vía sistémica o añadido como aditivo a las a las soluciones de 

preservación con la finalidad de proteger a los injertos hepáticos durante la isquemia 

fría, antes de ser implantados en el receptor (Casillas-Ramírez 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 patologías hepáticas y en la I/R 

puede resultar de utilidad e interés clínico el estudio de su relevancia en el contexto de 

la I/R con hígados grasos procedentes de DBDs. 
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9. LA HORMONA DEL CRECIMIENTO EN EL TH Y LA LESIÓN POR I/R 

La GH es una proteína de 191 aminoácidos que contiene dos puentes disulfuro 

en su estructura. Es una hormona secretada por las células somatotrópas, localizadas 

principalmente en la glándula pituitaria anterior. La síntesis de la GH por la glándula 

pituitaria ocurre por la estimulación episódica de hormonas hipotalámicas. Por una 

parte, la GHRH (hormona liberadora de la hormona del crecimiento) estimula su 

secreción, mientras que la somatostatina (SST) la inhibe. La GH a su vez estaría 

estimulando la producción de IGF-I y este último a su vez, estaría inhibiendo la 

secreción de GH a nivel hipotalámico y de la glándula pituitaria. Se conoce también 

que el péptido intestinal grelina es un potente secretagogo de la GH, que actúa 

amplificando la secreción hipotalámica de GHRH (Olarescu NC et al. 2019). Pese a que 

estos son los principales mecanismos reguladores de la GH se han descritos otras vías y 

factores que podrían estar modulando su síntesis, secreción o acción, como pueden 

ser los estrógenos, andrógenos (Ocaranza et al. 2021; Fernández-Pérez et al. 2016), el 

EGF (Álvarez-Mercado et al. 2019), los ácidos grasos libres (FFA) (N. Møller et al. 2009) 

Figura 5. Relación de NRG1 con el daño cerebral y sus potenciales vías de 
señalización. 
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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 regulación, afectado por diversos factores que estarían en 

última instancia regulando no sólo 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). 

Está ampliamente descrito en la literatura científica que los hepatocitos expresan su 

receptor (Q. Han et al. 2021), lo que podría explicar el amplio abanico de efectos que la 

GH podría tener sobre el hígado y su función así como sobre diferentes patologías que 

cursan con problemas hepáticos. Por una parte, la GH podría regular la lipogénesis a 

nivel hepatocitario, teniendo un papel destacable en la acumulación de grasa en el 

hígado y por lo tanto en el desarrollo de patologías como el MAFLD (Takahashi 2017). 

Debido a que la GH es una reguladora esencial del metabolismo lipídico intrahepático 

estaría ejerciendo efectos positivos en la acumulación de grasa debida al consumo de 

alcohol (Qin et al. 2010). Se ha descrito también en algunos estudios que la GH podría 

estar ejerciendo efectos beneficiosos en pacientes cirróticos (Kumari et al. 2024), aun 

así sus efectos no se han descrito claramente y existen discrepancias respecto a sus 

propiedades beneficiosas en el contexto de esta patología (Donaghy et al. 1997; S. 

Møller et al. 1994). Además de enfermedades hepáticas, la GH según diversos estudios 

también podría 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 modulación 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 hipotalámico-pituitario (Kinoshita et al. 1992) lo que podría estar 

afectando a las posibles funciones antiinflamatorias de la GH  exacerbando incluso 

efectos nocivos de la BD en los injertos hepáticos.  

Todo lo mencionado hace pensar que la GH podría ejercer un papel relevante 

en procesos de daño por I/R asociado al TH. Un reciente estudio preclínico del grupo 

realizado en TH procedente de DBDs con y sin esteatosis reportó alteraciones en los 
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niveles de GH en los injertos esteatósicos así como una exacerbación del daño 

inducido por la BD y por el proceso de I/R en este tipo de hígados cuando se 

administró GH  (Álvarez-Mercado et al. 2019).  

Así pues, se puede observar que los efectos de la GH son muy diferentes 

dependiendo del tipo de patología del hígado y sus potenciales beneficios no están 

establecidos, por lo que la propuesta de nuevas investigaciones que permitan 

identificar los mecanismos subyacentes a la acción y regulación de esta hormona en el 

contexto de patologías como la esteatosis, la ALD, o la lesión por I/R hepática y en 

diferentes condiciones quirúrgicas puede resultar de interés científico y clínico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Regulación de la hormona del crecimiento y procesos fisiológicos y 

patológicos afectados por la misma.  
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OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta lo siguiente: 1) La BD así como la presencia de esteatosis o 

ALD en el donante afecta negativamente al éxito de la cirugía de TH y por consiguiente 

son factores de riesgo que en última instancia afectan a la calidad del injerto a 

trasplantar y al número de órganos disponibles para trasplante; y 2) la necesidad de 

resolver este problema de trascendencia científica, social y clínica 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 lesión por I/R en el contexto de la PH que tiene la dieta basada 

en glucosa o en la administración de emulsiones lipídicas, las hipótesis de partida se 

definen a continuación. Tales estrategias podrían ejercer efectos protectores en 

injertos hepáticos sanos y esteatósicos procedentes de DBDs y el intestino podría 

contribuir a dichos efectos. Por consiguiente, los objetivos del Estudio 1 son los 

siguientes: 

- Evaluar los posibles beneficios resultantes de estrategias basadas en la 

administración de glucosa o de emulsiones lipídicas en el contexto del TH con 

hígados esteatósicos y no esteatósicos procedentes de donantes con BD. 

- Evaluar si los posibles efectos beneficiosos de tales estrategias se podrían 

explicar por posibles mejoras en la inflamación y el daño intestinal, y en caso 

afirmativo evaluar si éstas son causadas por una disbiosis intestinal. 

- Identificar si los efectos de los tipos de nutrición evaluados (llámese 

administración de glucosa o de emulsiones lipídicas) 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 patologías hepáticas y del 

sistema nervioso se podría hipotetizar que NRG1 podría tener un papel relevante en el 

desarrollo del daño por I/R en el TH de DBDs con injertos esteatósicos. Además, no se 

puede descartar la posibilidad de que el NRG1 pudiera ejercer una función moduladora 

sobre PAK1 y este a su vez, sobre los factores VEGFA e IGF1, los cuales regulan la lesión 

por I/R. Teniendo en cuenta tales hipótesis los objetivos del Estudio 2 son los 

siguientes: 

- Evaluar el papel de NRG1 en el TH con hígados esteatósicos y no esteatósicos 

procedentes de DBDs. 

- Investigar si PAK1 está implicada en los potenciales efectos de NRG1 en el daño 

por I/R en las condiciones experimentales quirúrgicas descritas. 

- Evaluar si la vía de señalización NRG1-PAK1 puede regular VEGFA y/o IGF1 en 

injertos esteatósicos y no esteatósicos sometidos a TH procedentes de DBDs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 
 

43 
 

ESTUDIO 3 

Considerando lo siguiente: a) el papel destacable de la GH en patologías como 

la esteatosis y las ALD, así como en el daño 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 síntesis 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 hepáticos 

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-hígado en los posibles efectos de dichos 

factores de crecimiento en injertos hepáticos con ALD sometidos a trasplante y 

procedentes de DBDs.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

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 

intervención quirúrgica. Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes: 

temperatura de 21-22oC, humedad relativa del 70% y ciclos de luz-oscuridad de 12 

horas. 

Todos los estudios se llevaron a cabo de acuerdo con las normativas 

reguladoras de la Unión Europea para modelos de experimentación animal (Directiva 

2010/63/UE). 

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

Doctoral se utilizaron diferentes modelos experimentales.  

 Modelo experimental de esteatosis inducida genéticamente 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Zucker (Charles River, París, 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 disminución del gasto energético. Se emplearon: 

 Animales homocigotos (Ob) con infiltración severa de grasa hepática macro- y 

microvesicular (400–450 g, 60–70% de esteatosis). 

 Animales heterocigotos (Ln) sin infiltración de grasa en el tejido hepático (350–

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

Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet, ENVIGO). 

 Modelo de esteatosis inducida nutricionalmente 

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-220 g) (Charles River, París, Francia) 

alimentadas con una dieta deficiente en colina o una dieta estándar durante 10 días 

(Mendes-Braz et al. 2014), como modelo experimental de obesidad nutricional. Tras 

los 10 días de una dieta deficitaria en colina, se observó que al igual que las Zucker Ob 

las ratas Wistar Ob tenían infiltración severa de grasa hepática 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 polisacáridos (Dyets, Inc. Bethlem, PA, EE.UU.).  

Está ampliamente reportado que tanto el modelo de dieta deficitaria en colina 

como el modelo explicado con anterioridad de esteatosis inducida genéticamente no 

presentan una inflamación asociada (Selzner et al. 2000; Jiménez-Castro et al. 2012; 

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

 Modelo de ALD 

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley (SD) macho con un peso de 200-250 g. Las 

ratas fueron alimentadas con una dieta estándar (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 crónica 

(Nevzorova et al. 2020; Radic et al. 2019). Se evaluó la esteatosis (mediante tinción con 

Red Oil) y la fibrosis (mediante tinción con Sirius Red y niveles de colágeno-I y α-SMA 

(alfa-actina del músculo liso)). Se detectó un nivel leve de esteatosis (<30% de 

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

 Anestesia 

Todos los procedimientos quirúrgicos 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, España). En primer lugar, se realizó la inducción 

anestésica con isofluorano al 4% y un flujo de oxígeno de 2.5-3 L/min. Posteriormente, 

las ratas se mantuvieron anestesiadas con una concentración de isofluorano al 1.5-2%, 

bajando el flujo de oxígeno a 1.5-2 L/min. Al inicio de la fase anhepática en el receptor 

se interrumpió la anestesia y se volvió a reiniciar tras acabar esta fase, manteniéndose 

con un 0.5-1% de isofluorano hasta finalizar la intervención. Atendiendo al estado 

anestésico en el que se observó al animal y comprobando parámetros como la 

respiración o actos reflejos, se pudieron modificar estos parámetros. 

 Inducción de la muerte cerebral 

Tras la anestesia, lo primero que se realizó fue localizar la tráquea con tal de 

facilitar la posterior traqueostomía. Posteriormente, en las ratas donantes se realizó 

una trepanación frontolateral (11mm) y se introdujo un catéter con balón de tipo 

Fogarty (Fogarty 14G, Baxter HealthCare Corporation, CA, USA) en el espacio 

extradural con la punta en dirección caudal. La BD se indujo por el incremento de la 

presión intracraneal al inflar el balón durante 1 minuto, lo cual indujo una rápida lesión 

cerebral que condujo inmediatamente a la BD, simulando una condición 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 

respiración asistida hasta comenzar la cirugía del donante. Con tal de mantener a la 

rata en un proceso de respiración asistida, se sometió a los donantes a una 

traqueotomía y se les conectó a un ventilador mecánico para roedores (Harvard 

Apparatus, Holliston, MA, USA) con una frecuencia respiratoria de 60/min y una 

mezcla de óxido nitroso y oxígeno durante los 30 primeros minutos. Posteriormente se 

cambió a una ventilación con oxígeno 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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presión sanguinea seguido de una reducción de la misma, al igual que se observa con 

la frecuencia cardíaca. La normotensión (presión arterial media superior a 80mm Hg) 

se mantuvo mediante al infusión salina al 0.9%, hidroxietilalmidón al 5% y 

norepinefrina a una concentración de 0.01 mg/ml por vía vena pénica con un flujo 

máximo de 0.5 mL/min, iniciando este proceso 15 minutos después de la inducción de 

la BD (Hoeven et al. 2001). Durante la BD se monitorizó y mantuvo la temperatura 

corporal durante un periodo de 3-6 horas dependiendo del estudio antes de extraer a 

los injertos hepáticos de los donantes, con la finalidad de mimetizar las condiciones 

que se dan en la práctica clínica. Durante este periodo es cuando se dan las 

alteraciones fisiopatológicas propias de la BD que afectan de forma negativa al injerto 

que 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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 Trasplante hepático ortotópico 

El trasplante ortotópico de hígado se realizó según la técnica del doble "cuff" 

descrita por Kamada sin reconstrucción de la arteria hepática. La técnica quirúrgica 

consta de 3 fases: cirugía del donante, cirugía del banco y cirugía del receptor (Kamada 

et al. 1979). 

 

Figura 7. Inducción de la muerte cerebral. A) Localización de la traquea. B) 

Realización de la trepanación frontotemporal. C) Introducción de un catéter con 

balón de tipo Fogarty en el espacio extradural en posición caudal con tal de 

incrementar la presión intracraneal. D) Traqueostomia con el objetivo de iniciar la 

ventilación mecánica. 
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 Cirugía del donante 

Una vez anestesiada la rata con isoflurano, bajo el efecto de la anestesia 

inhalatoria, se realizó una laparotomía transversal a 1 cm por debajo del apéndice 

xifoides y se expuso el hígado. Previamente se rasuró el abdomen de la rata y se colocó 

en posición decubito supino limpiando el campo quirúrgico con povidona iodada. A 

continuación, se seccionaron los ligamentos hepáticos y se liberó la vena cava inferior. 

Posteriormente, se diseccionó el pedículo renal derecho y se ligó la arteria y la vena 

renal derecha, así como también las venas suprarrenal y lumbar derechas. En el hilio 

hepático se separó la vena porta de la arteria hepática y del conducto biliar común. Se 

ligaron las ramas esplénica y pilórica de la vena porta y se canuló el conducto biliar  

que se fijó con una doble ligadura de seda 6/0 (Suturas Aragó, Barcelona, España). 

Seguidamente se liberó y ligó la vena diafragmática derecha y se separó la arteria aorta 

de la vena cava inferior. Una vez preparado el órgano para su extracción se canuló la 

aorta y se comenzó el proceso de perfusión del injerto. Se ocluyó la aorta torácica, 

abriendo previamente el diafragma, se seccionó la vena cava inferior suprahepática 

por encima del diafragma y se comenzó la perfusión del injerto con solución UW a 4oC 

(Figura 8). Una vez perfundido el hígado, se procedió a su extracción del donante y se 

colocó en un baño con solución UW a 4oC durante 4-24 horas dependiendo del 

estudio.  

 

Figura 8. Cirugía del donante. A) Ligadura de la vena renal derecha y las venas 

suprarrenal y lumbar derechas . B) Canulación del conducto biliar. C) Canulación de la 

aorta e inicio del proceso de perfusión. 
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 Cirugía del banco 

Se realizó con el fin de preparar el injerto para el implante en el animal 

receptor (Figura 9).  Se preparó la vena cava suprahepática para su posterior 

anastomosis en el receptor. Para realizar las anastomosis de las venas porta y vena 

cava inferior infrahepática 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 duración de la intervención. 

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 

infrahepática. 

 

 

 

 

 

 Cirugía del receptor 

A todos los animales receptores se les administró 0.05 mg/kg de Buprenorfina 

30 minutos antes de la cirugía y a las 12 horas posteriores. Una vez anestesiada la rata 

con isoflurano (tal y como se describió anteriormente), se realizó la laparatomía y la 

disección del hígado de igual forma que la cirugía realizada en el donante. En el hilio 

hepático se seccionó el conducto biliar. Posteriormente se ocluyó mediante la 

utilización de clamps microvasculares, la vena porta en su confluencia con la vena 

esplénica y la vena cava inferior infrahepática justo por encima de la vena renal 

derecha. También se ocluyó la vena cava inferior suprahepática con una pinza Satinsky. 

Figura 9. Cirugía del banco. Inicio de la preparación del injerto aislado con tal de 

posteriormente implantarlo en el receptor. 
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Tras estos procedimientos, se dió inicio a la fase anhepática. La hepatectomía del 

receptor se completó al seccionar las venas porta y cava inferior supra e infrahepáticas 

en la parte más proximal al órgano del receptor. El implante del injerto comenzó con la 

sutura continua de la vena cava inferior suprahepática del donante con la del receptor 

(Figura 10). Previamente se perfundió el hígado a trasplantar con la solución de Lactato 

de Ringer Hartmann (B. Braun Medical, Barcelona, España) con tal de eliminar el 

exceso de potasio de la solución de preservación UW. La siguiente anastomosis que se 

realizó fue la de la vena porta, introduciendo el cuff colocado en la vena porta del 

injerto donante durante la cirugía del banco dentro de la vena porta del receptor 

(Figura 10). Tras estas dos primeras anastomosis se procedió a la reperfusión del 

injerto, liberando el clamp microvascular que ocluía la vena porta e inmediatamente 

después liberando la pinza Satinsky que estaba ocluyendo la vena cava inferior 

suprahepática. A continuación, se realizó la anastomosis de la vena cava inferior 

infrahepática y se liberó el clamp microvascular que ocluía la vena, reconstituyendo de 

esta forma el flujo sanguíneo. Posteriormente se realizó la anastomosis del conducto 

biliar. Por último se cerró el plano muscular y la piel abdominal con sutura continua 

Para terminar la intervención se cerró el plano muscular y después la piel, ambos con 

una sutura continua (Suturas Aragó, Barcelona, España).  

Figura 10. Cirugía del recetor. A) Sutura de la vena cava suprahepática. B) 

Anastomosis con la técnica del cuff. 
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3. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 Diseño experimental del estudio 1 

 “Papel del tratamiento nutricional en el daño hepático e intestinal en el trasplante 

con injertos hepáticos esteatósicos y no esteatósicos 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 normotensión durante 6 horas. 

Grupo 2. TH (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatósicos y 6 con injertos 

esteatósicos). Las ratas Zucker Ob y Ln fueron anestesiadas, ventiladas y mantenidas 

en normotensión durante 6 horas. Posteriormente, los hígados fueron lavados con 

solución UW, aislados, preservados en solución UW a 4oC durante 4 horas e 

implantados en ratas Zucker Ln. 

Grupo 3. BD + TH (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatósicos y 6 con injertos 

esteatósicos). 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 normotensión durante 6 horas. Por último, los hígados se lavaron con 

solución UW, aislados, preservados en solución UW a 4oC durante 4 horas e 

implantados en ratas Zucker Ln. 

Grupo 4. BD + TH + Glucosa (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatósicos y 6 

con injertos esteatósicos). Igual que el grupo 3, excepto que en los receptores se 

administró intravenosamente 5 mL de una solución de glucosa (28%, contenido 

energético 4.6 MJ/1000 mL, Sigma Aldrich, España) durante 4 horas e inmediatamente 

después de la implantación del injerto hepático en el receptor 

Grupo 5. BD + TH + Lípidos (n = 24, 12 trasplantes: 6 con injertos no esteatósicos y 6 

con injertos esteatósicos). Igual que el grupo 3, excepto que en los receptores se 

administró intravenosamente 5 mL de una solución lipídica (10% Intralipid; 4.6 
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MJ/1000 mL, Fresenius Kabi, Barcelona, España) durante 4 horas e inmediatamente 

después de la implantación del injerto hepático en el receptor. La emulsión estaba 

compuesta de 52% ácido linoleico, 22% ácido oleico, 13% ácido palmítico, 8% ácido 

linolénico, 4% ácido esteárico, 1% otros ácidos grasos, 8.184 g/L fosfolípidos de huevo 

y 15 g/L glicerina. 

Para evaluar los efectos de la administración de lípidos y glucosa en el daño 

hepático e intestinal en TH procedentes de DBDs en el modelo experimental de 

obesidad nutricional, realizamos los mismos procedimientos quirúrgicos 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 estándar (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; Álvarez-Mercado et al. 2019). Un período de CI de 4 horas es 

lo suficientemente prolongado para inducir daño hepático después del TH en injertos 

hepáticos y permitir una alta tasa de supervivencia a las 4 horas después dl TH, 

condición necesaria para evaluar los mecanismos fisiopatológicos responsables de la 

lesión inducida por I/R asociada al TH y posibles dianas de acción terapeútica  
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 Diseño experimental del estudio 2 

“El papel de la neuregulina-1 en el trasplante hepático de injertos esteatósicos y no 

esteatósicos procedentes de donantes con muerte cerebral” 

Grupo 1. TH (n = 24 ratas): En el subgrupo 1.1 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos 

esteatósicos, 6 ratas donantes Ob Zucker y 6 ratas receptoras Ln Zucker), las ratas Ob 

Zucker fueron anestesiadas, ventiladas y mantenidas en normotensión durante 6 

horas. Los hígados fueron posteriormente lavados con solución de UW, aislados, 

preservados en solución UW a 4oC durante 4 horas e implantados en ratas Ln Zucker. 

En el subgrupo 1.2 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos no esteatósicos, 6 ratas 

donantes Ln y 6 ratas receptoras Ln), se repitió el mismo procedimiento quirúrgico, 

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 esteatósicos, 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 normotensión 

durante 6 horas. Posteriormente, los hígados fueron lavados con solución UW, 

aislados, preservados en solución UW a 4oC durante 4 horas e implantados en ratas Ln 

Zucker. En el subgrupo 2.2 (n = 12 ratas, 6 trasplantes con injertos no esteatósicos, 6 

ratas donantes Ln y 6 ratas receptoras Ln), se repitió el mismo procedimiento 

quirúrgico 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 

administración de un anticuerpo frente a NRG1 (10 mg/kg, i.v.) (Dominguez et al. 2018; 

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

Grupo 4. BD + inhibidor de PAK1 + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con 

la administración de un inhibidor altamente específico de PAK1 (IPA-3 (4 mg/kg, i.v.) 

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

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

administración 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 µg/kg i.v.) (Casillas-Ramírez et al. 2009), 

inmediatamente después de la inducción de la BD. 

Grupo 6. BD + inhibidor de PAK1 + IGF1 + TH (n = 12 ratas): Igual que en el subgrupo 

2.1 pero con la administración de un inhibidor altamente específico de PAK1 (IPA-3 (4 

mg/kg, i.v.) (Jagadeeshan et al. 2016)) y con IGF1 (400 µg/kg i.v.) (Casillas-Ramírez et 

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

Grupo 7. BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH (n = 24 ratas): Igual que en el grupo 2, pero con 

la administración de un anticuerpo frente a NRG1 (10 mg/kg, i.v.) y con VEGFA (10 

µg/kg, i.v.) (Bockhorn et al. 2007; Gu et al. 2013), inmediatamente después de la 

inducción de la BD. 

Grupo 8. BD + inhibidor de PAK1 + VEGFA + TH (n = 12 ratas): Igual que en el subgrupo 

2.2 pero con la administración de un inhibidor altamente específico de PAK1 (IPA-3 (4 

mg/kg, i.v.) (Jagadeeshan et al. 2016)) y con VEGFA (10 µg/kg, i.v.) (Bockhorn et al. 

2007; Gu et al. 2013), inmediatamente después de la inducción 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 µg/kg, i.v. (Ennequin et al. 2015) inmediatamente después de la inducción 

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 µg/kg, i.v. (Ennequin et al. 2015) 

inmediatamente después de la inducción 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 

fármacos, se seleccionaron en base a los estudios previos mencionados anteriormente 

y estudios preliminares de nuestro grupo. Un período de CI de 4 horas es lo 

suficientemente prolongado para inducir daño hepático después del TH en injertos 

hepáticos y permite una alta tasa de supervivencia a las 4 horas después de LT. Así, las 

condiciones experimentales utilizadas en este estudio fueron las más apropiadas para 

evaluar el efecto de NRG1 en la lesión y proliferación celular, así como las vías de 
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señalización de NRG1 en TH de injertos esteatósicos y no esteatósicos procedentes de 

DBDs. 

Para investigar el origen de NRG1, se realizaron los siguientes grupos 

experimentales y se recogieron muestras tras la realización de los siguientes 

procedimientos: 

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

a anestesia y laparotomía. 

Grupo 11. Pre-TH (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales fueron anestesiados, 

y los hígados se lavaron con la solución de UW, aislados y mantenidos en CI en la 

solución UW a 4oC durante 4 horas. 

Grupo 12. BD (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales fueron sometidos a 

anestesia y ventilación mecánica. Después de la inducción de la BD, las ratas se 

mantuvieron en normotensión durante 6 horas. En este grupo experimental, las 

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

Grupo 13. BD + CI (n = 12 ratas, 6 Ob y 6 Ln Zucker): Los animales se mantuvieron en 

anestesia y ventilación mecánica. Después de la inducción de la BD, las ratas se 

mantuvieron en normotensión durante 6 horas. Luego, los hígados se lavaron con la 

solución de UW, se aislaron y se mantuvieron en CI en la solución 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 quirúrgicos 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 

estándar (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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 Diseño experimental del estudio 3 

“Relevancia del eje GH-VEGFB/VEGFA en injertos hepáticos procedentes de donantes 

con muerte cerebral con enfermedad hepática relacionada con el consumo de 

alcohol” 

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

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

Las ratas se mantuvieron normotensas durante 6 horas. 

Grupo 3. BD + GH (n=6): Igual que el grupo 2, pero se administró GH recombinante 

(100-40, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts, USA) vía intravenosa 

justo después de BD (0.1 mg/kg). 

Grupo 4. BD + VEGFB (n=6): Igual que el grupo 2, pero se administró VEGFB 

recombinante (100-20B-100UG, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts, 

USA) vía intravenosa justo después de BD (5 µg/kg). 

Grupo 5. BD + VEGFA (n=6): Igual que el grupo 2, pero se administró VEGFA 

recombinante (100-20-100UG, Thermo Fisher Scientific de Waltham, Massachusetts, 

USA) vía intravenosa justo después de BD (5 µg/kg). 

Grupo 6. BD + GH + Anti-VEGFR1 (n=6): Igual que el grupo 3, pero se administró un 

anticuerpo contra VEGFR1 (BS-0170R-100UL, Bioss Inc., de Woburn, Massachusetts, 

USA) vía 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 administró un antagonista contra VEGFR2 (orb61120, Biorbyt de Cambridge, UK) vía 

intravenosa (2.5 mg/kg) 

Se recolectaron muestras de tejido y plasma 3 horas después de la inducción de 

BD y se congelaron inmediatamente a -80ºC. Las muestras de hígado se fijaron en una 

solución de formaldehído tamponado al 4% durante la noche a 4oC y en OCT para 

realizar determinaciones histológicas e inmunohistoquímicas 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 BIOQÚIMICAS 

 Transaminasas 

Las transaminasas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa 

(ALT) son enzimas citoplasmáticas que encontramos en abundancia en las células 

hepáticas con una función de metabolismo de los aminoácidos, las cuales realizan la 

conversión de un aminoácido en un ácido carboxílico. En condiciones normales, estas 

enzimas se encuentran en el citoplasma, pero en el contexto de una lesión hepática 

estas enzimas que se encuentran en el citoplasma son liberadas a la circulación. De 

este modo, la determinación de los niveles de estas enzimas resulta útil como 

parámetro de la lesión hepática midiendo los niveles en plasma.  

Su actividad enzimática se determinó mediante un kit comercial (Gernon, Sant 

Joan Despí, España) basado en un ensayo enzimático que mide la conversión de la 

nicotinamida adenina dinucleótido en su forma reducida (NADH) mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 365 nm atendiendo a las siguientes 

reacciones bioquímicas:  

Para la AST: 

 

 

Para la ALT: 

Dónde el NAD+ corresponde a la nicotinamida adenina dinucleótido oxidada.  

Su actividad enzimática se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Gernon, Sant Joan Despí, España). 
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 Ensayo de malondialdehído 

El malondialdehído (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidación 

lipídica y se utilizó como parámetro indirecto para determinar los niveles de estrés 

oxidativo. Los niveles de MDA se determinaron en muestras de tejido mediante el 

método del ácido tiobarbitúrico (TBA). Para esto, se homogeneizaron muestras de 

tejido congelado en 2 ml de tampón Tris a pH 7. Para la precipitación de proteínas, se 

añadieron 0.25 ml de ácido 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 añadieron 

0.25 ml de solución de TBA al 0.67% al sobrenadante, y esta mezcla se hirvió durante 

15 minutos ya que en condiciones ácidas y a altas temperaturas el MDA reacciona con 

el TBA para formar el complejo MDA-TBA, cuantificable por espectrofotometría. 

Seguidamente, se realizó la lectura de la densidad óptica a 530 nm (Casillas-Ramírez et 

al. 2023).  

Para la elaboración de la recta patrón, se preparó un estándar de MDA 

disolviendo 120 μl de 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

en 50ml de HCl 0.1M. Esta solución se calentó durante una hora a 50oC y se mantuvo a 

4oC durante 24 horas. Los estándares 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. 

 Actividad de la mieloperoxidasa 

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima presente en los gránulos 

citoplasmáticos de los neutrófilos, y se emplea como indicador de la infiltración y 

actividad neutrofílica en el tejido hepático inflamado. Esta enzima cataliza la 

producción de ácido hipocloroso a partir del peróxido de hidrógeno. 

Se determinaron los niveles tisulares de mieloperoxidasa (MPO) mediante 

fotometría utilizando un sustrato de 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidina (TMB). Con tal fin, se 

homogeneizaron los tejidos en tampón fosfato (0.05 M KH2PO4, 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 

congelación/descongelación en hielo seco, las muestras se incubaron durante 2 horas 



Material y Métodos 
 

64 
 

a 60°C para eliminar la actividad de las peroxidasas no específicas e inhibidores de 

MPO que pudieran afectar tal determinación. Después de la incubación, las muestras 

se centrifugaron durante 12 minutos a 4,000 g a 4°C, y posteriormente se recuperó el 

sobrenadante. A continuación, se añadieron 10 μl de reactivo de TMB disuelto en 

dimetilsulfóxido (DMSO) (5 mg/ml) a 10 μl del sobrenadante. A tiempo cero (t:0), se 

añadieron 70 μl de tampón fosfato (8 mM KH2PO4, pH 5.4) con 0.05% de H2O2, y se 

determinaron las actividades enzimáticas de MPO, mediante la lectura de la 

absorbancia durante 10 minutos a una longitud de onda de 630 nm (Casillas-Ramírez 

et al. 2023). 

 Proteínas totales 

La concentración de proteínas totales en tejido se determinó 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 reacción de las proteínas totales presentes en la muestra a analizar con una solución 

ácida del colorante azul de Coomassie. La concentración de proteínas es directamente 

proporcional a la absorbancia medida a una longitud de onda de 595 nm. Se utilizó una 

solución de albúmina de suero bovino (BSA) como curva estándar. 

 Ensayos inmunoenzimáticos y colorimétricos 

4.5.1.  Ensayos de marcadores inflamatorios 

Las muestras de tejido fueron homogeneizadas en una solución tampón fosfato 

salino (PBS) 1X, pH 7 durante 60 segundos, utilizando un homogeneizador denominado 

Polytron. Posteriormente, se centrifugaron a 5000 g a una temperatura de 4oC durante 

15 minutos. Se recogió el sobrenadante, se determinó la concentración de proteínas 

según el procedimiento descrito en la sección anterior, y se almacenaron las muestras 

a -80oC 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 inmunoadsorción ligado a enzimas). En esta técnica, los pocillos de la placa están 

recubiertos con anticuerpos específicos para el marcador que se desea cuantificar. Se 
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añaden las muestras o los estándares a los pocillos, por lo que de esta forma los 

antígenos se unen al anticuerpo específico. Posteriormente, se agrega una solución de 

anticuerpo biotinilado específico el cual se unirá a la proteína de la muestra ya unido al 

anticuerpo inmovilizado en el pocillo, formando un "sándwich". Seguidamente, se 

añade el conjugado avidina-HRP (peroxidasa de rábano), que se une al anticuerpo 

biotinilado mediante la interacción avidina-biotina, y se incorpora la solución sustrato, 

que dará una coloración azul directamente proporcional a la cantidad de antígeno 

presente en la muestra. Para detener la reacción, se usa una solución de parada que 

produce una coloración amarilla y permite leer espectrofotométricamente la densidad 

óptica a 450 nm.  

Por una parte, se evaluaron según el objetivo de estudio los niveles de IL-1β e 

IL-10 en tejido. Se utilizaron kits ELISA (E-EL-R0016 de MyBioSource, Inc., San Diego, 

CA, EE.UU. para la IL-10 y ab100768 de Abcam, Cambridge, UK para la IL-1β), los cuales 

se realizaron según las instrucciones del fabricante. Como ya se ha descrito en 

secciones anteriores, la IL-1 β es una citoquina altamente pro-inflamatoria e IL-10 una 

IL con capacidades anti-inflamatorias.  

En tejido se evaluaron los niveles de TNF-α, LPS y TLR4 (Toll-like receptor 4), 

que como ya se describió con anterioridad, son sustancias que causan el desarrollo de 

procesos inflamatorios. Se utilizaron kits ELISA para la determinación de los niveles de 

las 3 sustancias siguiendo las instrucciones del fabricante (ab100785 de Abcam, 

Cambridge, UK para TNF-α y MBS268498 y MBS705486 de MyBioSource, Inc., San 

Diego, CA, EE.UU. para LPS y TLR4 respectivamente). 

4.5.2. Determinación de marcadores de daño celular 

Se evaluaron diferentes marcadores de daño celular incluyendo marcadores de 

daño endotelial, apoptosis y fibrosis. 

Se determinaron los niveles de bilirrubina. La bilirrubina es un producto 

formado por la degradación del grupo hemo en tejido hepático, donde se conjuga con 

el ácido glucurónico y es segregada a la bilis. Sus altos niveles en plasma son 

indicativos de lesión hepática y/o obstrucción de los conductos biliares. En el torrente 
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sanguíneo, la bilirrubina puede circular en forma no conjugada insoluble (forma 

indirecta) o conjugada con ácido glucurónico soluble (forma directa). 

 

La detección de bilirrubina total en muestras de plasma se realizó 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 hidrólisis de ésteres de 

fosfato en condiciones alcalinas, produciendo fosfato orgánico e inorgánico. Las 

variaciones de sus niveles así como de su actividad enzimática se han relacionado con 

diversas enfermedades hepáticas y trastornos biliares (Rafaqat et al. 2023). La 

actividad de la ALP se midió 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 realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La LDH es una enzima que cataliza la formación de lactato por el piruvato y 

viceversa y sus niveles se ven incrementados debido a daño tisular. Los niveles 

plasmáticos 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 (ácido hialurónico) 

(MBS162865 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.). El vWF es una glicoproteína 

con funciones homeostáticas cuyos niveles aumentan en el torrente sanguíneo como 

indicativo de daño endotelial. Por otra parte, el HA es un glucosaminoglicano no 



Material y Métodos 
 

67 
 

sulfatado que se encuentra en la matriz extracelular importante en procesos de 

migración y adhesión celular, así como en el establecimiento de interacciones con 

sustancias extracelulares. Niveles aumentados en el torrente sanguíneo son también 

indicativos de daño endotelial y/o disfunción vascular. Se evaluaron sus niveles 

mediante kits ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Los niveles de colágeno-I, α-sma y TGF-β se midieron en tejido hepático 

también mediante kits ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (ab285314 de 

Abcam, Cambridge, UK para el colágeno-I, MBS266620 de MyBioSource, Inc., San 

Diego, CA, EE.UU. para el α-sma y MBS260302 de MyBioSource, Inc., San Diego, CA, 

EE.UU. para TGF-β). Dichos marcadores se ven aumentados en tejido hepático en 

presencia de procesos que cursan con fibrosis.  

Por último, para evaluar la muerte celular por apoptosis, se evaluó en tejido la 

actividad caspasa-3. Se trata de una proteína efectora de las vías apoptóticas, cuya 

actividad se ve incrementada en tejidos que sufren este tipo de muerte celular. Este 

ensayo se realizó mediante un kit colorimétrico siguiendo las instrucciones del 

fabricante (ab39401 de Abcam, Cambridge, UK). 

4.5.3. Marcadores de regeneración 

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 hepático con una alta capacidad regenerativa. 

4.5.4. Marcadores de actividad metabólica 

Los niveles tisulares de ATP y lactato fueron analizados con tal de identificar y 

definir la actividad metabólica. Por una parte, la cuantificación de los niveles de lactato 

se realizó 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 glicógeno según las 

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

Se evaluó en tejido hepático el perfil lipídico, cuantificando los niveles de FFAA 

(ácidos 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 fosfolípidos en tejido 

hepático se cuantificaron mediante un ensayo colorimétrico (MAK122-1KT de Sigma 

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

4.5.5. Ensayo inmunoenzimático de las vías de señalización estudiadas 

Para evaluar el papel de las vías 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. EXTRACCIÓN DE ARN, RETROTRANSCRIPCCIÓN Y qPCR 

El ARN (ácido ribonucleico) total se aisló del tejido congelado utilizando el 

reactivo TRIzol (15596026 de Invitrogen, Madrid, España), se cuantificó con un 

espectrofotómetro NanoDrop 1000 y se retrotranscribió a ADNc (ADN 

complementario) utilizando el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription” 

(4374966 de ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se 

realizó la qPCR con la mezcla “TaqMan Universal PCR Master Mix” (4304437 de 

ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un sistema de 

detección ABI PRISM 7900 HT, utilizando sondas TaqMan preconfiguradas Assays-on-

Demand (Rn01511602_m1 para VEGFA, Rn01454585_g1 para VEGFB y 
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Rn00667869_m1 para β-actina como control endógeno, de ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, EE.UU.) según el protocolo del fabricante. Para evaluar los resultados 

finalmente se aplicó el método de 2-ΔΔCT (Livak et al. 2001).  

6. PERMEABILIDAD VASCULAR 

La permeabilidad vascular se midió mediante el uso del método de Evans Blue. 

Se administró por vía i.v. a las ratas tinción de Evans Blue diluido en un 0.9% - NaCl. 

Tres horas después de la administración los animales fueron sacrificados con tal de 

evaluar la integridad de la barrera intestinal (Schäfer et al. 2019).  La integridad de la 

barrera se evaluó mediante métodos establecidos utilizando el test de Miles 

modificado, el cual reveló cambios en la acumulación del Azul de Evans en el tejido 

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

7. TÉCNICAS HISTOLÓGICAS 

 Técnicas de inmunohistoquímica 

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehído tamponado al 4% 

(Panreac, Barcelona, España) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en 

PBS 1X, hasta su inclusión en parafina. Se realizaron cortes histológicos de 3 μm de 

grosor, que posteriormente se desparafinaron con xilol y se hidrataron con soluciones 

de etanol a concentraciones decrecientes para ser sometidos a la posterior 

inmunohistoquímica. La inmunohistoquímica de PCNA (Agilent, Santa Clara, CA, 

EE.UU.) se llevó a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision + System, peroxidase 

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

Inicialmente, se bloquearon las peroxidasas endógenas de la muestra con una 

dilución 1:10 de H2O2 al 30% en metanol. Se incubó con el anticuerpo primario 

correspondiente durante toda la noche. Al día siguiente, tras diversos lavados con 

tampón Tris y la posterior incubación de las muestras con el anticuerpo secundario, se 

trataron los cortes con DAB (diaminobenzidina), el sustrato cromógeno que tiñe de 

marrón las células positivas. Finalmente, los cortes histológicos fueron teñidos con 

hematoxilina para realizar una tinción de contraste antes de realizar el montaje de las 

muestras.  
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El índice de proliferación de las biopsias teñidas con PCNA se determinó en 30 

campos de gran aumento. Los datos se expresaron como el porcentaje de células 

teñidas con PCNA respecto al número total de células. 

  Daño hepático 

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehído tamponado al 4% 

(Panreac, Barcelona, España) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en 

PBS 1X, hasta su inclusión en parafina. Se realizaron cortes histológicos de 3 μm de 

grosor y se realizó una tinción por hematoxilina-eosina siguiendo los procedimientos 

convencionales (Cardiff et al. 2014).  

Como parámetro de lesión hepática para el estudio 1 y 2 se realizó una 

puntuación histológica a ciegas utilizando una escala del 1 al 4: grado 0, evidencia 

mínima o nula de lesión; grado 1, lesión leve consistente en vacuolización 

citoplasmática y focos de picnosis nuclear; grado 2, lesión moderada a severa con 

picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmática y pérdida de los bordes 

intercelulares; grado 3, necrosis severa con desintegración de los cordones hepáticos, 

hemorragia e infiltración de neutrófilos; y grado 4, necrosis muy severa con 

desintegración de los cordones hepáticos, hemorragia e infiltración de neutrófilos 

(Serafín et al. 2002).  

Como parámetro de evaluación de la lesión hepática para el último estudio, se 

examinó el estado de los sinusoides según 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: dilatación sinusoidal, congestión sinusoidal, atrofia, fibrosis 

perisinusoidal, fibrosis portal e inflamación portal. Se contaron al menos 30 campos de 

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

 Grado de esteatosis hepática 

La esteatosis hepática se evaluó mediante tinción con Oil Red en tejido 

hepático en secciones de OCT (Temperatura óptima de corte). Tras la realización de 

cortes histológicos de 5 μm de grosor se realizó la tinción 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% y se tiñeron en 

una solución de Oil Red al 0.5% en propilenglicol durante 30 minutos. Finalmente, las 

láminas se trasladaron a una solución de propilenglicol al 85% durante 1 minuto antes 

de ser teñidas con hematoxilina. Se contaron al menos 30 campos de gran aumento y 

al menos cuatro secciones por muestra de hígado. El grado de severidad de la 

esteatosis se evaluó según tres categorías diferentes: leve (<30% de los hepatocitos 

con gotas lipídicas), moderada (30-60% de los hepatocitos con gotas lipídicas) y grave 

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

 Grado de fibrosis hepática 

Para estudiar el grado de fibrosis hepática se realizó la tinción de Sirius Red, 

que marca las fibras de colágeno-I. Al igual que para la inmunohistoquímica y la tinción 

por hematoxilina-eosina, el tejido se fijó en paraformaldehído tamponado al 4% 

(Panreac, Barcelona, España) durante 24 horas y posteriormente se mantuvo en PBS 

1X, hasta su inclusión en parafina. Se realizaron cortes histológicos de 3 μm de grosor y 

se realizó la tinción 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 hígado. 

 Daño de la mucosa intestinal 

Las muestras de tejido se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4% 

(Panreac, Barcelona, España) durante 24 horas y posteriormente se mantuvieron en 

PBS 1X, hasta su inclusión en parafina. Se realizaron cortes histológicos de 3 μm de 

grosor y se realizó una tinción por hematoxilina-eosina siguiendo los procedimientos 

convencionales (Cardiff et al. 2014).  

El daño de la mucosa intestinal se evaluó 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 congestión capilar; grado 2, extensión del espacio subepitelial con 

elevación moderada del epitelio; grado 3, elevación masiva del epitelio, posiblemente 

con algunas vellosidades desnudadas; grado 4, vellosidades desnudadas con la lámina 

propia y capilares dilatados expuestos; grado 5, digestión y desintegración de la lámina 
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propia, con ulceración y hemorragia. Se contaron al menos 30 campos de gran 

aumento y al menos cuatro secciones por muestra de intestino. 

 Tinción de TUNEL 

Se utilizó un kit de ensayo TUNEL para identificar células apoptóticas (núcleos o 

cuerpos apoptóticos) mediante un kit de detección de fragmentación del ADN 

(ab206386 de Abcam, Cambridge, Reino Unido) usando secciones desparafinadas de 

unos 3 μm 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 

hígado. 

8. EDEMA 

Las muestras de tejido se pesaron y se colocaron en un horno de secado a una 

temperatura de 55oC, donde fueron pesadas periódicamente hasta que se obtuvo un 

peso constante. El edema hepático se representa como el incremento en la relación 

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

9. ESTUDIO ESTADÍSTICO 

Los análisis estadísticos se realizaron con Prism 10.0.2 para Windows 

(GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.). Todos los resultados se 

expresaron como media ± error estándar de la media. Los resultados se compararon 

mediante ANOVA de una vía con prueba post hoc de Tukey. Para las comparaciones 

entre solo dos grupos se realizó 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 DAÑO HEPÁTICO E 

INTESTINAL EN EL TRASPLANTE CON INJERTOS HEPÁTICOS ESTEATÓSICOS Y 

NO ESTEATÓSICOS PROCEDENTES DE DONANTES CON MUERTE CEREBRAL 

 Efectos de la administración de lípidos y glucosa en el daño hepático en el 
TH con injertos esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental 
de obesidad inducida genéticamente 

Se observó un daño hepático exacerbado en el grupo BD + TH (transaminasas, 

ALP y bilirrubina) así como en las células endoteliales, evaluado por los niveles de vWF 

y HA, tanto en injertos esteatósicos como no esteatósicos, en comparación con los 

resultados del grupo TH. Se estudió la relevancia del tratamiento con lípidos o glucosa 

en el daño hepático asociado al TH con hígados no esteatósicos y esteatósicos 

procedentes de DBDs. Se observó que la administración de glucosa (grupo BD + TH + 

Glucosa) no indujo ningún cambio en la lesión en ninguno de los tipos de injertos, ya 

que no modificó los niveles de transaminasas, ALP, bilirrubina, vWF o HA, en 

comparación con el grupo BD + TH (Figura 11). No obstante, la administración de 

lípidos (grupo BD + TH + Lípidos) sí protegió frente al daño hepático, pero solo en 

presencia de esteatosis. Este hallazgo se reflejó en la reducción significativa de los 

niveles de los diferentes marcadores de daño hepático y endotelial, en comparación 

con los resultados del grupo BD + TH. En los grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD + 

TH + Lípidos, tras la evaluación histológica de hígados sin esteatosis, se observaron 

áreas de necrosis coagulativa moderada e infiltración de neutrófilos. Por otra parte, en 

los injertos esteatósicos de los grupos BD + TH y BD + TH + Glucosa, se observaron 

áreas extensas y confluentes de necrosis coagulativa severa. En las muestras del grupo 

BD + TH + Lípidos, se observó una reducción en la extensión y en el número de áreas 

necróticas tanto en hígados esteatósicos como no esteatósicos. Estos resultados se 

evidenciaron por la puntuación obtenida en el grado de lesión hepática (Figura 11). 
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Figura 11. Efectos de la glucosa y los lípidos en el daño hepático en trasplante 

hepático (TH) con injertos esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental 

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

hepática en tejido hepático. (B) Fosfatasa alcalina (ALP) y bilirrubina en plasma. (C) 

Factor von Willebrand (vWF) y ácido hialurónico (HA) en plasma. * p < 0.05 vs. Sham. + 

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

Donantes después de muerte cerebral. 
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 Mecanismos de acción implicados en los efectos de la glucosa y los lípidos 
en hígados esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental de 
obesidad inducida genéticamente 

Se observó que en los grupos BD + TH+ Glucosa y BD + TH+ Lípidos los niveles 

de ATP y glucógeno en los injertos no esteatósicos fueron similares al grupo BD + TH. 

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ATP y 

glucógeno hepáticos en hígados esteatósicos, entre los grupos BD + TH + Glucosa y BD 

+ TH. No obstante, los niveles de ATP y glucógeno en los hígados esteatósicos del 

grupo BD + TH + Lípidos fueron mayores que los del grupo BD + TH (Figura 12). Por 

último, mientras que los niveles de FFA, TGs y TC fueron similares en todos los grupos, 

se evidenció un aumento en los niveles de fosfolípidos en los injertos del grupo BD + 

TH + Lípidos en comparación con el grupo BD + TH (Figura 12). 
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Figura 12. Efectos de la glucosa y los lípidos en el ATP, glucógeno y perfil lipídico en 

trasplante hepático (TH) con injertos esteatósicos y no esteatósicos en un modelo 

experimental de obesidad inducida genéticamente. (A) Contenido de ATP y glucógeno 

en tejido hepático. (B) FFA, triglicéridos, colesterol total y fosfolípidos en tejido 

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

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

cerebral. 
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A continuación, se evaluó si, además de los beneficios observados en términos 

de marcadores de metabolismo energético (ATP, glucógeno y fosfolípidos) inducidos 

por el tratamiento con lípidos en injertos esteatósicos, los cambios en los factores de 

crecimiento (HGF y VEGFA) podrían 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 hepático no esteatósico fueron similares en los 

grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD + TH + Lípidos (Figura 13). De igual manera, en 

los hígados esteatósicos del grupo BD + TH + Glucosa los niveles de HGF y VEGFA 

fueron similares a los del grupo BD + TH. Sin embargo, los hígados esteatósicos del 

grupo BD + TH + Lípidos tenían niveles más altos de HGF y VEGFA, indicando un mayor 

índice de regeneración (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efectos de la glucosa y los lípidos sobre HGF y VEGFA en trasplante 

hepático (TH) con hígados esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental 

de obesidad inducida genéticamente en tejido hepático. * p < 0.05 vs. Sham. + p < 

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

(BD + TH). DBD, Donantes después de muerte cerebral. 
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 Relevancia del intestino en los efectos de la administración de lípidos y 
glucosa en el daño hepático en el TH con injertos esteatósicos y no 
esteatósicos en un modelo experimental de obesidad genéticamente 

Debido a la importancia del eje intestino-hígado, consideramos la posibilidad de 

que los efectos beneficiosos de los lípidos en el daño hepático pudieran ser debidos a 

la mejora en los parámetros inflamatorios en intestino. Esta hipótesis fue descartada 

ya que todos los parámetros indicadores de inflamación y daño intestinal (LPS, 

permeabilidad vascular, LDH, daño en la mucosa, TLR4, TNFα, IL1β, IL10, MPO, MDA y 

formación de edema) en el grupo BD + TH + Lípidos fueron similares a los del grupo BD 

+ TH (Figura 14). De hecho, no se observaron diferencias significativas en los 

parámetros de inflamación intestinal y daño 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 lipídicas sobre los injertos hepáticos esteatósicos y no 

esteatósicos 
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Figura 14. Efectos de la glucosa y los lípidos en la inflamación y daño intestinal en 

trasplante hepático (TH) con hígados esteatósicos y no esteatósicos en un modelo 

experimental de obesidad genéticamente. (A) LPS en plasma, permeabilidad vascular, 

LDH y daño en la mucosa intestinal. (B) Receptor tipo Toll 4 (TLR4), factor de necrosis 

tumoral (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e interleucina-10 (IL-10) en el intestino. (C) 

Mieloperoxidasa (MPO), malondialdehído (MDA) y formación de edema en el 

intestino. p = no significativo. DBD, Donantes después de muerte cerebral. 

 

A) LPS, permeabilidad vascular, LDH y daño de la mucosa 

B) TLR4, TNF-α, IL-1β e IL-10 

C) MPO, MDA y edema 
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 Daño hepático e inflamación intestinal en el TH procedente de DBDs en un 
modelo de obesidad inducido nutricionalmente 

Los resultados reportados en relación a todos los parámetros analizados, 

indicaron un patrón 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 lesión hepática, ALP, vWF y HA en injertos 

esteatósicos y no esteatósicos del grupo BD + TH en comparación con los resultados 

del grupo TH (Figura 15). La administración de glucosa o emulsión lipídica (grupos BD + 

TH + Glucosa y BD + TH + Lípido) no indujo cambios significativos en la lesión hepática 

en hígados no esteatósicos, ya que los parámetros de lesión en comparación con el 

grupo BD + TH no se vieron alterados. La administración de glucosa (grupo BD + TH + 

Glucosa) resultó en valores de transaminasas, bilirrubina, grado de lesión hepática, 

ALP, vWF y ácido hialurónico en hígados esteatósicos similares a los del grupo BD + TH. 

Sin embargo, la administración de lípidos (grupo BD + TH + Lípido) protegió frente al 

daño hepático en hígados esteatósicos, reduciendo significativamente los niveles de 

transaminasas, bilirrubina, grado de lesión hepática, ALP, vWF y ácido hialurónico en 

comparación con los resultados del grupo BD + TH. En este modelo, la emulsión de 

lípidos, pero no la glucosa, promovió un aumento en los niveles hepáticos de ATP y 

glucógeno 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 + Lípidos 

presentó niveles aumentados de fosfolípidos solo en hígados esteatósicos en 

comparación con el grupo BD + TH (Figura 16). Los niveles de HGF y VEGFA en hígados 

no esteatósicos fueron similares en los grupos BD + TH, BD + TH + Glucosa y BD + TH + 

Lípidos. Los niveles de HGF y VEGFA en hígados esteatósicos del grupo BD + TH + 

Glucosa fueron similares a los del grupo BD + TH. No obstante, en los hígados de 

donantes esteatósicos del grupo BD + TH + Lípidos se observó 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 lípidos en el daño hepático en trasplante 

hepático (TH) con injertos esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental 

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

hepática en tejido hepático. (B) Fosfatasa alcalina (ALP) y bilirrubina en plasma. (C) 

Factor von Willebrand (vWF) y ácido hialurónico (HA) en plasma. * p < 0.05 vs. Sham. + 

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

Donantes después de muerte cerebral. 

A) Transaminasas y grado de lesión hepática  

B) ALP y Bilirrubina  

C) vWF y Ácido hialurónico 
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Figura 16. Efectos de la glucosa y los lípidos en el ATP, glucógeno y perfil lipídico en 

trasplante hepático (TH) con injertos esteatósicos y no esteatósicos en un modelo 

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

glucógeno en tejido hepático. (B) FFA, triglicéridos, colesterol total y fosfolípidos en 

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

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

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

hepático (TH) con hígados esteatósicos y no esteatósicos en un modelo experimental 

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

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

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

 

El daño e inflamación intestinal (LPS, permeabilidad vascular, LDH, daño en la 

muscosa intestinal TLR4, TNF-α, IL-1β, IL-10, MPO, MDA y formación de edema) fueron 

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

lípidos (grupos BD + TH+ Glucosa y BD + TH+ Lípidos) resultó en parámetros de daño e 

inflamación intestinal similares a los del grupo Sham o BD + TH (Figura 18). 
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Figura 18. Efectos de la glucosa y los lípidos en la inflamación y daño intestinal en 

trasplante hepático (TH) con hígados esteatósicos y no esteatósicos en un modelo 

experimental de obesidad inducida nutricionalmente. (A) LPS en plasma, 

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

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

(IL-10) en el intestino. (C) Mieloperoxidasa (MPO), malondialdehído (MDA) y formación 

de edema en el intestino. p = no significativo. DBD, Donantes después de muerte 

cerebral. 

 

A) LPS, permeabilidad vascular, LDH y daño de la mucosa 

B) TLR4, TNF-α, IL-1β e IL-10 

C) MPO, MDA y edema 
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2. ESTUDIO 2: PAPEL DE LA NEUREGULINA-1 EN EL TRASPLANTE HEPÁTICO DE 

INJERTOS ESTEATÓSICOS Y NO ESTEATÓSICOS DE DONANTES CON MUERTE 

CEREBRAL 

 Papel del NRG1 en el TH con hígados esteatósicos y no esteatósicos de 
DBDs en un modelo experimental de obesidad inducida genéticamente 

Como se ha detallado en la sección de Introducción, los niveles plasmáticos de 

NRG1 se ven alterados en algunas patologías del sistema nervioso central. A más a 

más, se han descrito efectos de NRG1 en diferentes patologías hepáticas. Teniendo en 

cuenta tales observaciones, se evaluó si los niveles plasmáticos de NRG1 estaban 

asociados con los niveles hepáticos 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 hepáticos en el grupo BD+TH en comparación con los resultados en 

los grupos TH (Figura 19A). 

Como se ha comentado en la sección de Introducción de la presente Tesis 

Doctoral, ya está reportado que NRG1 participa en la regulación de PAK1 en células y 

tejidos distintos del hígado. No obstante, hasta el momento, ningún estudio ha 

evaluado aún la posible relación entre NRG1 y PAK1 en el contexto del TH con hígados 

procedentes de DBDs. Tal y como se observó en el caso de NRG1 en hígado, como se 

muestra en la Figura 19A, los resultados indicaron un aumento en los niveles de PAK1 

en los injertos hepáticos en el grupo BD + TH en comparación 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 hígados procedentes de DBDs (BD+TH) cuando los comparamos con los resultados 

obtenidos en el grupo TH 

Para determinar una posible relación entre PAK1 y NRG1 se administró un 

anticuerpo frente a NRG1 para inhibir la acción de este mediador (grupo BD + anti-

NRG1 + TH). Se observaron niveles bajos de PAK1 en ambos tipos de injertos hepáticos 

(Figura 19A). Esto nos llevó a concluir que la inhibición de NRG1 estaba alterando los 
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niveles de PAK1 y que ambos mediadores están relacionados, demostrando así que 

PAK1 está regulado positivamente por NRG1. 

Seguidamente, se investigó si la vía NRG1-PAK1 afectaba los niveles de IGF1 y 

VEGFA en trasplantes de hígado esteatósicos y no esteatósicos procedentes de DBDs. 

La inhibición de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH) 

disminuyó los niveles de VEGFA en hígados no esteatósicos, mientras que no se 

observaron cambios en presencia de esteatosis en comparación con los resultados 

obtenidos en el grupo BD + TH. Por otro lado, en presencia de esteatosis, la inhibición 

de los efectos de NRG1 o PAK1 afectó a IGF1 disminuyendo sus niveles (grupos BD + 

anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH), con respecto al grupo BD + TH. En hígados no 

esteatósicos, 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 hígados 

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

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

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

vs. BD+LT. 
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Posteriormente, se analizó el papel de NRG1-PAK1-VEGFA y NRG1-PAK1-IGF1 

en el daño hepático y la proliferación en el TH de hígados esteatósicos y no 

esteatósicos de DBDs. La inhibición de la actividad de NRG1 o PAK1 (grupos BD + anti-

NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH) exacerbó el daño hepático, aumentando los valores 

de transaminasas, grado de lesión hepática (Figura 20), ALP, bilirrubina total, y daño 

endotelial evaluado por los niveles de vWF y ácido hialurónico (Figura 21), en 

comparación con el grupo BD + TH, en ambos tipos de hígados. Este hecho fue 

asociado con una respuesta inflamatoria exacerbada, como se muestra por el aumento 

MDA, MPO y formación de edema en injertos esteatósicos y no esteatósicos de los 

grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH en comparación con el grupo BD + 

TH (Figura 22). En el grupo BD + TH, la evaluación histológica de hígados no 

esteatósicos mostró áreas multifocales moderadas de necrosis coagulativa e 

infiltración de neutrófilos con una distribución dispersa en todo el parénquima, 

mientras que en el grupo BD + anti-NRG1 + TH se observaron áreas severas, extensas y 

confluentes de necrosis coagulativa (Figura 23). En los injertos esteatósicos del grupo 

BD + TH, se observaron también áreas confluentes y extensas con necrosis coagulativa 

severa, mientras que la extensión y el número de áreas necróticas incrementó en el 

grupo BD + anti-NRG1 + TH (Figura 23). En cuanto a la regeneración hepática, los 

grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH mostraron valores más bajos de 

hepatocitos positivos para PCNA en injertos no esteatósicos y esteatósicos en 

comparación con el grupo BD + TH (Figura 24 y Figura 25). Esta reducción en el 

porcentaje de células positivas para PCNA también se asoció con niveles más bajos de 

HGF y niveles más altos de TGF-β en los grupos BD + anti-NRG1+ TH y BD + anti-PAK1 + 

TH en comparación con el grupo BD + TH, en ambos tipos de hígados (Figura 25).  
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Figura 20. La relevancia de NRG1 en el daño hepático en TH con injertos esteatósicos 

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

Niveles de ALT y AST en plasma, y grado de lesión hepática en el hígado. * p < 0.05 vs. 

TH; + p < 0.05 vs. BD+TH. 
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Figura 21. La relevancia de NRG1 en el daño hepático en TH con injertos esteatósicos 

y no esteatósicos 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 inflamación en TH con injertos esteatósicos y no 

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

de MDA en tejido hepático como índice de estrés oxidativo; (B) Niveles de MPO en 

tejido hepático como parámetro de acumulación de neutrófilos y (C) edema hepático. 

* p < 0.05 vs. TH; + p < 0.05 vs. BD+TH. 
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Figura 23. Imágenes representativas de cambios histológicos en TH con injertos 

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

genéticamente. (4×).  
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Figura 24. Imágenes representativas de células positivas para PCNA en TH con 

injertos esteatósicos y no esteatósicos de DBDs en un modelo de obesidad genética. 

(20×). 
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Figura 25. Relevancia de NRG1 en el fallo regenerativo en el TH con hígados 

esteatósicos y no esteatósicos de DBDs en un modelo de obesidad genética. 

Hepatocitos positivos para PCNA en los injertos de hígado, niveles de HGF y TGF-β en 

tejido hepático. * p < 0.05 vs. TH; + p < 0.05 vs. BD + TH. 
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Se propuso investigar si la vía de señalización NRG1-PAK1 endógena ejerce sus 

efectos a través de VEGFA/IGF1 ya que los resultados anteriores reflejaron un 

aumento en la lesión y el fallo regenerativo en los grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + 

anti-PAK1 + TH, y tales resultados fueron asociados con una disminución en los niveles 

de VEGFA e IGF1 en hígados no esteatósicos y esteatósicos respectivamente. Se 

administró VEGFA a ratas con hígados no esteatósicos después de la inhibición 

farmacológica de la vía NRG1-PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH y BD + anti-

PAK1 + VEGFA + TH), así como IGF1 exógeno a aquellos con hígados esteatósicos 

después de la inhibición farmacológica de la vía NRG1-PAK1 (grupos BD + anti-NRG1 + 

IGF1 + TH y BD + anti-PAK1 + IGF1 + TH). En estas condiciones, los parámetros de lesión 

hepática (transaminasas, grado de lesión hepática, ALP, bilirrubina total, vWF y HA 

Figura 20 y Figura 21) e inflamación (MDA, MPO y edema, Figura 22) se redujeron y la 

regeneración hepática (hepatocitos PCNA+, HGF y TGF-β, Figura 24 y Figura 25) mejoró 

significativamente en comparación con los grupos experimentales en los cuales se 

inhibieron la acción de NRG1 o PAK1  (grupos BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + 

TH), resultando en parámetros de lesión y regeneración similares a los del grupo BD + 

TH tanto en hígados no esteatósicos como esteatósicos.  

Como control, se trataron hígados no esteatósicos y esteatósicos sometidos a la 

inhibición farmacológica de NRG1 con IGF1 (grupo BD + anti-NRG1 + IGF1 + TH) y con 

VEGFA respectivamente (grupo BD + anti-NRG1 + VEGFA + TH). Como se esperaba, los 

parámetros de daño hepático en los injertos no esteatósicos del grupo BD + anti-NRG1 

+ IGF1 + TH y en los injertos esteatósicos 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 endógeno en el 

TH con hígados esteatósicos y no esteatósicos procedentes de DBDs, evaluamos si el 

tratamiento con NRG1 exógeno podría potenciar los efectos inducidos por el NRG1 

endógeno en la lesión hepática, inflamación y respuesta regenerativa en ambos tipos 

de hígados. No obstante, el tratamiento con NRG1 exógeno a una dosis de 200 µg/kg 

(grupo BD + NRG1(a) + TH) resultó en parámetros compatibles con la lesión hepática 

(transaminasas, grado de lesión hepática, ALP, bilirrubina total, vWF y niveles de HA, 
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Figura 20 y Figura 21), inflamación (MDA, MPO y edema, Figura 22) y proliferación 

celular (hepatocitos PCNA+, HGF y TGF-β, Figura 24 y Figura 25) iguales a los del grupo 

BD + TH. La falta de efectividad del NRG1 exógeno para aliviar el daño hepático, la 

inflamación y el fallo regenerativo en el TH independientemente del tipo de injerto se 

confirmó al administrar una dosis más alta de NRG1. Al aumentar la dosis administrada 

(grupo BD + NRG1(b) + TH), se observó más daño y un incremento aún mayor del fallo 

regenerativo con respecto el grupo BD + TH (Figura 20, Figura 21, Figura 22 y Figura 

25). 

Adicionalmente, en el estudio se pretendió evaluar si la BD por si misma o la 

obesidad contribuían al aumento en los niveles de NRG1. Los resultados indicaron que, 

en hígados esteatósicos y no esteatósicos, 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 

hepático en el grupo BD aumentaron en comparación con el grupo Sham. Dichos 

aumentos en los niveles de NRG1 hepático permanecieron tras la isquemia fría (grupo 

BD + CI). Además, los niveles de NRG1 en hígados esteatósicos en todos los grupos 

experimentales analizados no fueron diferentes a los niveles de NRG1 observados en 

sus respectivos grupos análogos no esteatósicos (Figura 26). Estos resultados indicaron 

que la BD aumenta los niveles de NRG1 en el hígado antes someter a los injertos 

hepáticos a trasplante, y que la obesidad no contribuye al aumento en los niveles de 

NRG1 observados en hígados trasplantados. 

Una vez establecido que la BD por sí misma es el evento principal que induce un 

aumento en NRG1 en el contexto del TH, se evaluó dónde se podría sintetizar el NRG1. 

Así pues, se cuantificaron los niveles de NRG1 plasmático y hepático en diferentes 

momentos después de la inducción de la BD. Los resultados mostraron que, en ambos 

tipos de hígados, después de la inducción de la BD, los aumentos en NRG1 se 

observaron primero en la circulación y más tarde en el hígado. De acuerdo con estos 

resultados, a las 6 horas después de la inducción de BD, observamos aumentos en 

NRG1 tanto en la circulación como en el hígado, mientras que en tiempos tempranos 

(a los 10 minutos o 1 hora después de la inducción de la BD), los aumentos en los 

niveles de NRG1 solo se observaron en la circulación (Figura 26). Así pues, estos datos 

indicaron que en las primeras horas después de la inducción de la BD, el tejido 
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hepático no es la fuente de NRG1, sino que el hígado capta dicho mediador del 

torrente circulatorio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Origen de NRG1 en el TH de DBDs en un modelo de obesidad inducida 

genéticamente. (A) Niveles de NRG1 en hígados esteatósicos y no esteatósicos. (B) 

Niveles de NRG1 en plasma e hígado a los 10 minutos, 2 y 6 horas después de la 

inducción 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 hígado 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 + CI), así como a las 4 horas después del TH (grupo BD + TH). 

Además, se observó que los aumentos en NRG1 hepático son más evidentes en los 

injertos procedentes de donantes con BD sometidos a CI antes de su implantación en 

el receptor (BD + CI), que en los injertos hepáticos después de 6 horas de BD sin CI 

(grupo BD). En las condiciones experimentales descritas para el grupo BD + CI, el 

hígado se encuentra aislado y no se ve influenciado por la circulación ni por la acción 

de otros órganos; por ende, este hecho demuestra que el hígado por sí 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 están aumentados tanto en la circulación como en el 

hígado, en comparación con los niveles observados en el grupo BD + CI. En el grupo BD 

+ TH, no se sometió al receptor a un proceso de BD, por lo que se puede concluir que 

NRG1 deriva del hígado (Figura 26). Por lo tanto, se deduce que NRG1 incrementa sus 

niveles en los injertos hepáticos esteatósicos y no esteatósicos que han experimentado 

tanto los efectos perjudiciales de la BD como de la CI. En resumen, la BD activa vías de 

señalización en ambos tipos de hígado, las cuales generan NRG1 y aumentan sus 

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

 Papel de NRG1 en injertos esteatósicos y no esteatósicos 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 evidenció un aumento en los niveles de ALP, bilirrubina, vWF y HA 

tanto en injertos esteatósicos como en no esteatósicos en el grupo BD + TH en 

comparación con los resultados del grupo TH (Figura 27). La inhibición de NRG1 o PAK1 

(BD + anti-NRG1 + TH y BD + anti-PAK1 + TH) incrementó todavía más los niveles de 

dichos marcadores en comparación con el grupo BD + TH en ambos tipos de hígados 

(Figura 27). Se administró VEGFA exógeno a ratas Wistar Ln con hígados no 
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esteatósicos e IGF1 exógeno a ratas Wistar Ob con hígados esteatósicos después de la 

inhibición de la vía 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 comparación 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 parámetros similares a los del grupo BD + TH (Figura 27). 
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Figura 27. Relevancia del NRG1 en la funcionalidad hepática y el daño endotelial en 

el TH con injertos esteatósicos y no esteatósicos de DBDs en un modelo de obesidad 

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

+p<0.05 vs BD +TH. 
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3. ESTUDIO 3: RELEVANCIA DEL EJE GH-VEGFB/VEGFA EN INJERTOS HEPÁTICOS 
PROCEDENTES DE DONANTES CON MUERTE CEREBRAL CON ENFERMEDAD 
HEPÁTICA RELACIONADA CON EL CONSUMO DE ALCOHOL 

 Validación del modelo de ALD 

Se evaluó la esteatosis (mediante tinción con Red Oil) y la fibrosis (mediante 

tinción con Sirius Red y niveles de colágeno-I y α-SMA). Se detectaron niveles de 

esteatosis (<30% de esteatosis) y un aumento en los marcadores de fibrosis en el tejido 

hepático (Figura 28). 
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Figura 28. Cortes histológicos de hígado y biomarcadores de fibrosis para el modelo 

ALD. (A) Fotografías de cambios histológicos en secciones de hígado de ratas sanas y 

ALD de: fibras de colágeno I (flechas blancas) con tinción Sirius Red a 10X y 20X en la 

imagen amplificada (la barra de escala de las imágenes a 10X corresponde a 200 µm y 

la barra de escala de la imagen a 20X corresponde a 50 µm); gotas de lípidos (flechas 

negras) con tinción de Red Oil a 20X y 40X en la imagen amplificada (la barra de escala 

de las imágenes a 20X corresponde a 100 µm y la barra de escala de la imagen de 40X 

corresponde a 25 µm). (B) Niveles de α-SMA y colágeno-I en tejido hepático. 

****p<0,0001 y ***p<0,001. 
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 La vía GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD 

Inicialmente, se determinaron los niveles de GH y sus efectos sobre VEGFB y 

VEGFA en injertos hepáticos después de la inducción de la BD antes de la extracción 

del injerto. No se observaron diferencias significativas en relación 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 administración exógena de GH, VEGFB o VEGFA no llegó al hígado. De 

hecho, los niveles hepáticos de GH en el grupo BD + GH fueron similares a los del grupo 

BD. Del mismo modo, los niveles hepáticos de VEGFB o VEGFA después de su 

administración exógena (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-hígado en diferentes desórdenes hepáticos que cursan con 

inflamación, evaluamos los niveles de GH, VEGFB y VEGFA en el tejido intestinal de los 

DBDs después de las 3 horas de muerte cerebral. Se observó un aumento en los niveles 

de GH intestinal después de la administración de GH (grupo BD + GH) (Figura 29B). 

Dicho aumento se asoció con un incremento en la expresión de proteínas y ARNm de 

VEGFB y VEGFA (Figuras 29C), lo que indica la producción de VEGFB y VEGFA por parte 

del intestino promovida por la administración de GH. Finalmente, se detectaron 

también un aumento en los niveles proteicos de VEGFB y VEGFA en el intestino 

después de su administración exógena (Figura 29B). Así pues, estos resultados indican 

que todos los factores (GH, VEGFB y VEGFA) son captados por el intestino (pero no por 

el hígado) después de su administración exógena. 

Para descartar una potencial co-regulación entre VEGFB y VEGFA, se evaluaron 

los niveles de VEGFB y VEGFA en el hígado 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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Figura 29. Vía GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD. (A) Niveles de proteínas de GH, 

VEGFB y VEGFA en tejido hepático. (B) Niveles de proteínas de GH, VEGFB y VEGFA en 

tejido intestinal. (C) Expresión 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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 Relevancia de la vía GH-VEGFB/VEGFA en DBDs con ALD antes de la 
extracción del injerto del donante 

En este estudio se evaluó el papel desempeñado por la GH y sus efectores 

VEGFB y VEGFA en DBDs con ALD, analizando sus efectos sobre el daño hepático, la 

inflamación, el estrés oxidativo, la regeneración, la muerte celular y los biomarcadores 

del metabolismo energético celular antes de la extracción del injerto hepático del 

donante. 

Nuestros resultados indicaron una disminución en todos los parámetros de 

daño hepático (AST, ALT y grado de lesión hepática) después de la administración 

exógena de GH, VEGFB o VEGFA (Figura 30). Además, la administración concomitante 

de GH recombinante y anti-VEGFR1 (un anticuerpo frente al receptor de VEGFB) 

protegió a los hígados 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 daño 

hepático 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 daño hepático en DBDs con 

ALD. (A) Los niveles de AST y ALT en plasma y grado de lesión hepática con 

fotomicrografías representativas de dilatación y congestión sinusoidal (20X) (la barra 

corresponde a 100 µm). ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01; *p<0,05 y ns=no 

significativo. 
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También se analizaron parámetros de inflamación (MDA, IL-1β e IL-10). Los 

niveles de MDA siguieron un patrón similar a los del daño hepático: se observó una 

disminución 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-1β, 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 detectó un notable incremento en los niveles hepáticos de IL-1β 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 lesión hepática 

observada cuando la GH se administra conjuntamente con anti- VEGFR1 y anti-VEGFR2 

(Figura 31A). Posteriormente, evaluamos los posibles efectos antiinflamatorios de la 

vía estudiada. Se detectó un aumento significativo de IL-10 en aquellos grupos que 

protegían frente al daño hepático (GH, VEGFB, VEGFA y GH + anti-VEGFR1), mientras 

que los niveles de IL-10 hepática en el grupo BD + GH + anti-VEGFR1 + anti-VEGFR2 

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

Posteriormente, se analizaron algunos parámetros relacionados con el 

metabolismo energético (ATP y lactato) en hígados con ALD procedentes de DBDs. Los 

resultados indicaron que los tratamientos efectivos parecían promover la glucólisis 

anaeróbica para aumentar los niveles de ATP. De hecho, los niveles elevados de lactato 

en hígado se relacionaron directamente con los niveles elevados de ATP en los grupos 

BD + GH, BD + VEGFB, BD + VEGFA y BD + GH + anti-VEGFR1 en comparación 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 inflamación y función 

metabólica en DBDs con ALD. (A) Niveles hepáticos de MDA, IL-1β e IL-10. (B) Niveles 

hepáticos de ATP y lactato. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01; *p<0,05 y ns=no 

significativo. 
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Por último, se evaluó la actividad apoptótica y la regeneración hepática. Para 

determinar la muerte celular por apoptosis se evaluó 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 lesión hepática no cursa 

por cambios en la apoptosis, se evaluaron secciones de hígado teñidas con un kit de 

TUNEL y no se detectaron diferencias entre los grupos en el número de células 

apoptóticas (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 

regeneración hepática, se analizaron los niveles de Ki-67 en el hígado. 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 hígados en comparación con los niveles observados en el 

grupo BD. La administración de GH con anti-VEGFR1 y anti-VEGFR2 (BD + GH + anti-

VEGFR1 + anti-VEGFR2) causó una disminución 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 regeneración 

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

apoptóticas (la barra corresponde a 100 µm) y niveles hepáticos de caspasa-3. (B) 

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

ns=no significativo. 
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DISCUSIÓN 

En la actualidad, los datos indican que el 70-80% de los donantes hepáticos 

provienen de donantes cadavéricos con muerte cerebral (Kwong et al. 2023; ONT 

2023). Está bien reportado que la BD reduce la tolerancia de estos injertos a la lesión 

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 hígados hasta el 

momento considerados no aptos, o lo que es lo mismo hígados procedentes de 

donantes con criterio extendido entre los que encontramos los hígados esteatósicos, y 

especialmente aquellos con infiltración grasa moderada o severa. La esteatosis se ha 

convertido en una condición cada vez más 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-Júnior et al. 2019) y hay 

estudios que describen que su incidencia puede llegar a ser de más del 70% en la 

población con problemas de índole metabólico (Hardy et al. 2016). En relación a la 

esteatosis y el TH, se conoce que es una de las variables más importantes en la 

predicción del éxito de la cirugía 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 hepática 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 patologías que se engloban dentro del área de las ALD (X. Wu et al. 

2023). Como se ha desarrollado detalladamente en la sección de Introducción de  la 

presente Tesis Doctoral, la ONT estima en sus últimos datos que uno de cada cuatro 

injertos proceden de donantes que consumen alcohol habitualmente, y establece una 

relación 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 patológicas (ONT 2023). No obstante, no existe ningún estudio 

previo que se centre en evaluar los mecanismos fisiopatológicos que expliquen cómo 

la BD afecta tales injertos hepáticos procedentes de donantes con criterio extendido. 
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Debido a la importancia clínica y socioeconómica que representa la 

problemática detallada anteriormente, la presente Tesis Doctoral se centra en el 

estudio de nuevas estrategias que pretendan mejorar la calidad de los hígados 

procedentes de donantes con criterio extendido, así como en el descubrimiento de los 

mecanismos fisiopatológicos inherentes a las condiciones propias del TH en diferentes 

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

En primer lugar, se pretendió determinar la relevancia de diferentes tipos de 

dietas en la lesión hepática 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 lípidos en hígados no esteatósicos en el contexto de la I/R en cirugía 

hepática de PH donde se observó que la dieta rica en glucosa ejercía beneficios en 

ambos tipos de hígados después de la cirugía de PH+I/R, mientras que sólo la dieta 

lipídica beneficiaba a los injertos esteatósicos (Mendes-Braz et al. 2014). Nuestros 

resultados derivados de la presente Tesis Doctoral contrastan con estos últimos ya que 

como se ha podido ver en la sección de resultados, en condiciones de TH procedente 

de DBDs, sólo el tratamiento con emulsión lipídica tendría un efecto protector, y 

únicamente sobre los hígados esteatósicos. Un factor a tener en cuenta para explicar 

estas diferencias, son los diferentes procesos quirúrgicos (por ejemplo, la WI asociada 

a la PH vs. la CI asociada al TH). Esto se debe a que los mecanismos patológicos 

subyacentes a ambos tipos de isquemia son completamente diferentes (Paterno et al. 

2019; Schlegel et al. 2014). Además, la BD no está presente en condiciones de PH bajo 

I/R. Así pues, en este estudio el principal hallazgo científico y clínicamente relevante es 

que el tratamiento con emulsión lipídica y no con glucosa es una buena opción 

terapéutica para hígados esteatósicos bajo condiciones de TH procedente de DBDs.  

Los efectos beneficiosos de la emulsión lipídica con respecto a la glucosa 

podrían ser debidos al hecho de que los lípidos mantienen más eficientemente los 

niveles de ATP hepático, entre otros factores, lo cual es crucial para sostener funciones 

homeostáticas. Está reportado que los bajos niveles de ATP después de la reperfusión 

pueden resultar en una menor tolerancia a la lesión por I/R. De la misma forma, 

aquellas estrategias centradas en incrementar los niveles de ATP podrían estar 

protegiendo a los hígados 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 hígado a una situación de estrés 

y los niveles de ATP en hígado disminuyen, el hígado intenta mantener los niveles de 

ATP a través de la oxidación de ácidos grasos (Anderson et al. 2002), por lo que, podría 

ser la razón por la cual la administración de emulsión lipídica potenciaría la formación 

de ATP. Otro hecho que podría estar explicando la ausencia de efectos beneficiosos de 

la glucosa en este contexto, sería la β-oxidación de los AGs que componen las gotas 

lipídicas de los hepatocitos de los injertos esteatósicos. El incremento de la β-oxidación 

de los AGs hepáticos estaría llevando a la producción de NADH y acetil-coenzima A. 

Este hecho, estaría reduciendo el potencial redox mitocondrial, impidiendo la entrada 

del piruvato en el Ciclo de Krebs inhibiendo en última instancia la oxidación de la 

glucosa (Holeček 1999; Cornide-Petronio et al. 2020). Todo lo mencionado estaría 

explicando también el mantenimiento en los niveles de glucógeno en estos hígados 

esteatósicos tratados con emulsiones lipídicas. El hecho de que se incrementasen los 

niveles de fosfolípidos en tejido hepático esteatósico tras el tratamiento exógeno con 

las emulsiones lipídicas, sería un factor también a tener en cuenta. Estas sustancias son 

componentes esenciales de las membranas lipídicas de las células por lo que las 

emulsiones podrían estar ayudando a mantener la integridad estructural de las células. 

De hecho, se sabe que ciertos tipos de fosfolípidos podrían estar relacionados con la 

producción de segundos mensajeros que intervienen en la transducción de señales 

celulares y en las vías de señalización de las prostaglandinas que tienen un papel 

relevante en la inhibición de la inflamación y el daño hepático (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 más altos en los hígados que fueron 

tratados con emulsiones lipídicas que aquellos que recibieron tratamiento con glucosa. 

Es un dato a destacar ya que se conoce que estos factores desempeñan un papel 

imprescindible en la protección contra el daño hepático por I/R (Doronzo et al. 2013; 

Sakakura et al. 2000; Sato et al. 2001; Medina et al. 2004) y algunos de ellos están 

siendo probados en ensayos clínicos en pacientes con insuficiencia hepática (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 patologías hepáticas así como en el pronóstico de la cirugía de 

TH (Micó-Carnero et al. 2020; Cornide-Petronio et al. 2020). Así mismo, está 

ampliamente descrito el papel del eje intestino-hígado en el contexto de las patologías 

estudiadas en la presente Tesis Doctoral (Gulfo et al. 2020; Avalos-de León 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-1β o TNF-α (J. Wu et al. 2020; González et al. 2019; K. A. Kim et al. 2012; Maier et al. 

2018; Rosser et al. 2014; Sun et al. 2018). Además, esta microbiota podría estar 

modulando también la producción o actividad de la citocina anti-inflamatoria IL-10 

(Mishima et al. 2019; Burrello et al. 2018), así como la función intestinal en tanto en 

cuanto estaría modificando la permeabilidad intestinal (Micó-Carnero et al. 2020). 

Subrayar por último la importancia del LPS como uno de los biomarcadores más 

importantes relacionado con los problemas intestinales así como de endotoxemia 

(Micó-Carnero et al. 2020). Teniendo en cuenta estos datos expuestos anteriormente 

así como la importancia de la dieta en la modulación de la microbiota intestinal (Zmora 

et al. 2019), se decidió estudiar los efectos de la glucosa o las emulsiones lipídicas 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 

podían 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 así, los efectos derivados se verían reflejados en el hígado. Pese a la importancia de 

la dieta en el estado del microbioma intestinal, no hubo cambios ni en la inflamación ni 

en el daño intestinal. De hecho, todos los parámetros mencionados anteriormente que 

habitualmente se alteran por desequilibrios en la microbiota, no mostraron cambios. 

Además, tanto en las ratas Zucker como en las Wistar, la administración de glucosa o 

lípidos indujo diferentes efectos sobre el daño hepático (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 inflamación y en el daño intestinal. Así 

pues, según nuestro estudio en estas condiciones la microbiota, no estaría jugando un 

papel relevante en el desarrollo del daño por I/R y no se vería alterada por los 

diferentes tratamientos (administración de glucosa o emulsiones lipídicas) ni por el 
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tipo de hígado (esteatósico versus no esteatósico) o de esteatosis (genética o 

nutricional). Es más, en caso de producirse cambios en la microbiota intestinal, tales 

cambios resultarían irrelevantes para el desarrollo del daño estudiado.  

Con respecto a la práctica clínica, la glucosa se administra de forma rutinaria a 

pacientes en cirugía hepática 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 emulsión lipídica) beneficia el resultado post-TH en 

hígados no esteatósicos, y solo las infusiones lipídicas tienen efectos positivos en los 

hígados esteatósicos (Figura 33). No obstante, hay diversas consideraciones que se 

deberían tener en cuenta con respecto a estos tratamientos, como los potenciales 

efectos hepatotóxicos que podrían llegar a tener los FFA derivados del tratamiento con 

emulsiones lipídicas (Ibrahim et al. 2011). Así pues, será interesante profundizar en 

este campo de investigación para determinar si estos resultados experimentales 

pueden extrapolarse a la práctica clínica del TH con injertos esteatósicos y no 

esteatósicos procedentes de DBDs. Esto es importante ya que en el escenario clínico 

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 hepática 

(Reis-Júnior et al. 2019) los resultados presentados pueden resultar de una gran 

relevancia clínica. No obstante, serán necesarias nuevas investigaciones, con tal de 

determinar si estos resultados experimentales pueden extrapolarse a la práctica 

clínica. 
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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 

disminución 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 preclínico, se observaron niveles elevados de NRG1 en 

plasma y tejido hepático tras el TH procedente de DBDs tanto en hígados esteatósicos 

como no esteatósicos. En el presente estudio se demuestra por primera vez los efectos 

beneficiosos del NRG1 endógeno en injertos hepáticos de donantes con DBDs. Según 

los resultados que hemos obtenido, la BD desencadena una serie de mecanismos en el 

hígado con el objetivo de mantener altos los niveles de NRG1, contribuyendo de esta 

forma a mitigar sus efectos dañinos. Se ha llegado a esta conclusión ya que al inhibir 

farmacológicamente NRG1 se exacerba la lesión y la inflamación, así como el fallo 

Figura 33. Representación esquemática de los efectos de las diversas intervenciones 

en hígados no esteatósicos (A) y esteatósicos (B) e intestino con glucosa y lípidos. 

A) 

B) 
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regenerativo. Pese a que el objetivo del presente estudio no ha sido evaluar los niveles 

de NRG1 en el cerebro, podríamos hipotetizar que después de la inducción de la BD, 

incrementan sus niveles en dicho tejido resultando por consiguiente en niveles 

elevados de NRG1 en circulación y en hígado. Estos hallazgos  se han podido observar 

en casos de lesiones cerebrales debidas a traumas o procesos isquémicos, donde ha 

habido un aumento de la expresión 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 circulación y luego en el hígado, 

indicando así que el tejido hepático no es la fuente de NRG1. Durante este período, el 

principal productor de NRG1 podría estar siendo el cerebro. Así pues, el NRG1 estaría 

siendo producido en el cerebro, liberado a la circulación e ingresando al hígado para 

ejercer sus efectos. 

Además de lo mencionado, el hígado intenta mantener altos los niveles de 

NRG1 después de la CI, así como después del TH. Dado que este aumento se ha 

observado después del proceso de CI en los hígados de DBDs, y durante este proceso 

el hígado permanece aislado sin estar afectado por otros órganos, se podría concluir 

que el hígado por sí mismo es capaz de producir NRG1. Lo mismo se deduce del 

aumento de NRG1 en los injertos hepáticos después de su implantación en el receptor. 

En tal caso, el receptor no ha sufrido una BD que promoviera altos niveles de NRG1 y 

por ende se podría concluir que es el hígado 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 

hígado antes del TH y, a medida que el evento progresa, la CI 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 varían entre hígados 

esteatósicos y no esteatósicos. 
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Investigaciones previas al presente estudio, ya habían identificado una relación 

entre NRG1 y la proteína PAK1 en diferentes modelos in vitro de líneas celulares 

humanas (Maceyka et al. 2008; Akinmade et al. 2008; Bourguignon et al. 2007). Los 

resultados aquí descritos indican que PAK1 desempeña un papel crucial en los efectos 

beneficiosos de NRG1 en injertos hepáticos, estableciendo una vía de señalización en 

el contexto del TH con DBDs desconocida hasta el momento. Dicha investigación ha 

demostrado que el bloqueo de la acción del NRG1 endógeno disminuyó los niveles de 

PAK1. Además, la inhibición farmacológica de la actividad endógena de PAK1 condujo a 

un aumento en los parámetros de daño hepático, inflamación y redujo la regeneración, 

demostrando así su papel beneficioso en el daño hepático y fallo en la regeneración 

causado por la BD en el TH. La participación de PAK1 en el proceso de proliferación 

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 hígados envejecidos (D. H. Kim et al. 2015), hecho que 

se podría explicar por las diferencias entre los modelos experimentales (in vitro vs in 

vivo entre muchas otras diferentes condiciones). 

La vía NRG1-PAK1, según los datos que hemos obtenido en la presente Tesis, 

fue responsable de modular los niveles de VEGFA en TH con injertos no esteatósicos 

procedentes de DBDs. La inhibición farmacológica de la vía NRG1-PAK1 en ambos tipos 

de hígados (lo cual indujo efectos dañinos) disminuyó VEGFA e IGF1 en hígados no 

esteatósicos y esteatósicos, respectivamente.  Esto significa que en TH procedente de 

DBDs, NRG1 y PAK1 incrementan VEGFA e IGF1 en hígados no esteatósicos y 

esteatósicos, respectivamente, con la finalidad de mitigar el daño hepático y fallo en la 

regeneración que sufren los injertos hepáticos en tales condiciones quirúrgicas. Para 

reforzar esta hipótesis sobre el establecimiento de la vía NRG1-PAK1-VEGFA en injertos 

no esteatósicos, administramos el efector final de esta vía, bajo la inhibición 

farmacológica de los efectos de ambos (NRG1 o PAK1) y se observó que el tratamiento 

con VEGFA exógeno previno los efectos negativos derivados de la inhibición de NRG1 y 

PAK1 en términos de lesión, inflamación y proliferación en los injertos no esteatósicos. 

Así pues, el estudio aquí presentado es el primero que reporta el papel de VEGFA 
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como mediador indispensable en los efectos beneficiosos subyacentes de la vía NRG1-

PAK1 en TH con injertos no esteatósicos procedentes de DBDs. Hasta el momento sólo 

un estudio había demostrado el papel de la vía NRG1-PAK1-VEGFA en la angiogénesis y 

ha sido en un modelo in vitro de células epiteliales de cáncer de mama (Bagheri-

Yarmand et al. 2000). 

Investigaciones previas a los datos aquí presentados, ya demostraron una 

relación 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 había sido descrito 

previamente. Nuestros resultados indicaron que en TH de injertos esteatósicos 

procedentes de DBDs, IGF1 es el principal efector de la vía NRG1-PAK1. De hecho, tras 

la administración de IGF1 exógeno en combinación con inhibidores de NRG1 o PAK1 en 

injertos esteatósicos, la lesión, inflamación y fallo regenerativo mejoraron en 

comparación con los resultados obtenidos cuando solo se inhibía la actividad de NRG1 

o PAK1. Por lo tanto, se demostró la existencia de una nueva vía, (NRG1-PAK1-IGF1), 

beneficiosa en injertos esteatósicos. Cabe destacar que las diferencias entre 

hepatocitos con y sin infiltración grasa en cuanto a su estructura y función están 

ampliamente descritas (Farrell et al. 2008; Veteläinen et al. 2007; D. H. Kim et al. 

2015), por lo que no resulta difícil explicar por qué nuestros resultados muestran un 

efecto diferencial en la vía de señalización de NRG1-PAK1 sobre VEGFA e IGF1, 

dependiendo del tipo de injerto.  

Es importante mencionar, que los efectos de las vías descritas anteriormente 

(NRG1-PAK1-VEGFA para hígados no esteatósicos y NRG1-PAK1-IGF1 para hígados 

esteatósicos) se observan tanto en el modelo de obesidad inducida genéticamente 

como en el modelo de obesidad inducida nutricionalmente, lo cual es de interés 

científico y clínico a causa de las dificultades del establecimiento de estrategias 

protectoras en la clínica dependiendo del tipo de esteatosis. Esto es debido a que los 

mecanismos subyacentes a la patología de los hígados esteatósicos pueden ser 

diferentes en función del tipo de esteatosis, y por consiguiente es difícil encontrar las 

dianas específicas para que protejan injertos esteatósicos independientemente del 

tipo de esteatosis.   
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Tras observar los efectos beneficiosos del NRG1 endógeno, se pretendió 

evaluar si la administración de NRG1 exógeno podría ser una estrategia farmacológica 

que protegiese frente al daño por I/R en el TH con DBDs. Sin embargo, se observó que 

tras la administración de NRG1, la lesión y la inflamación no disminuyeron, ni hubo una 

mejora en los marcadores de regeneración hepática respecto al grupo experimental de 

BD+LT sin tratamiento sino todo lo contrario ya que la administración exógena de 

NRG1 exacerbó la lesión y el fallo en la regeneración. De esta forma, los resultados que 

se presentan indicando que el NRG1 exógeno no ejerce un efecto protector frente al 

daño, la inflamación o fallo en la respuesta regenerativa en ninguno de los tipos de 

injertos hepáticos en TH procedente de DBDs  contrastan con los numerosos estudios 

de investigación básica y clínica que reportan beneficios de la administración de NRG1 

exógeno en hepatocitos aislados, modelos experimentales de regeneración cardíaca o 

enfermedades neurodegenerativas, así como en pacientes con insuficiencia cardíaca 

(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 

(endógeno o exógeno) no son de extrañar ya que también se han observado con otros 

mediadores en el contexto quirúrgico del TH (Carrasco-Chaumel et al. 2005). Los 

efectos perjudiciales del NRG1 exógeno podrían deberse a la desregulación de los 

mediadores involucrados en la señalización celular de la vía NRG1-PAK1-VEGFA/IGF1, o 

a los efectos secundarios dañinos derivados del fármaco administrado. No se puede 

descartar tampoco que el NRG1 exógeno pueda afectar vías distintas a las 

desencadenadas por el NRG1 endógeno modificando de esta forma los efectos 

beneficiosos del NRG1 endógeno.  

Dado que el NRG1 exógeno no potenció la actividad protectora endógena de 

NRG1 en LT de DBD como se describe en este estudio, futuras investigaciones de gran 

interés científico y clínico, podrían centrarse en los receptores de NRG1 o en vías de 

señalización 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 hepáticos tanto esteatósicos como no esteatósicos obtenidos de DBDs. 
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Los resultados aquí observados sobre el NRG1 exógeno son de interés científico 

y clínico, ya que proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos 

subyacentes del NRG1 endógeno y contradice el dogma acerca del potencial 

beneficioso que se ha descrito en la literatura sobre este factor neurotrófico, NRG1 

(Figura 34). Aquí se demuestra que la administración de NRG1 no es una opción 

terapéutica apropiada en el TH procedente de DBDs. 

 

Atendiendo a los objetivos relativos al último 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 hipotálamo-hipofisario 

en injertos hepáticos de DBDs. Además, la BD tampoco indujo cambios en los niveles 

de GH ni en el hígado ni en el intestino. Tal y como se ha mencionado en la 

introducción son muchos los estudios que reportan un papel importante de la GH en 

numerosas alteraciones metabólicas y patologías hepáticas (Fang et al. 2019; 

Rufinatscha et al. 2018; Sarmento-Cabral et al. 2021; Tateno et al. 2011). Nuestros 

Figura 34. Representación esquemática de las vías de señalización propuestas 

detectadas en este estudio en hígados esteatósicos y no esteatósicos en TH y los 

efectos de diferentes intervenciones.  
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resultados van en línea con los anteriormente mencionados en tanto en cuanto la 

administración de GH exógena (que fue captada por el intestino) mejoró la calidad de 

los injertos de DBDs con ALD antes de la extracción de los mismos del donante. Según 

los datos obtenidos, este hecho sería debido a que la GH estaría modulando la 

expresión de VEGFA y VEGFB en intestino. Ninguno de los 3 factores mencionados 

anteriormente fue captado por el hígado, aunque curiosamente y de interés científico, 

lo protegieron del daño 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 preclínicos que tratamientos prolongados 

con la GH (6 semanas) podrían estar reduciendo la infiltración grasa en el hígado  (Qin 

et al. 2010). A más a más, diversos estudios estarían correlacionando los niveles de GH 

con el consumo de alcohol (Trifunović et al. 2016; Vatsalya et al. 2012). Esta 

correlación se estaría observando también con los niveles de VEGFA y VEGFB con el 

consumo de alcohol en diferentes modelos preclínicos (Ceccanti et al. 2012; Costa et 

al. 2017). 

Hasta donde sabemos, solo un estudio in vitro ha establecido una relación 

entre GH y VEGFA, en donde se muestra que GH estaría positivamente regulando los 

niveles de dicho factor, VEGFA (S. Li et al. 2010), mientras que ningún estudio hasta la 

fecha ha demostrado relación alguna entre GH y VEGFB. No obstante, debido a las 

similitudes entre los mecanismos de acción y los receptores de ambos factores de 

crecimiento (VEGFA y VEGFB), hipotetizamos que la GH también podría estar 

incrementando no sólo VEGFA sino también VEGFB. Con respecto a los efectos sobre el 

intestino de la GH, según Ran T. et al., el tracto gastrointestinal expresa el en receptor 

de la GH, GHR (Ran et al. 2016), lo que podría explicar la acción de la GH en intestino. 

Además, un estudio reciente demuestra que el intestino tiene la capacidad de producir 

ambos factores (VEGFB y VEGFA) (F. Zhang et al. 2018). Según los resultados aquí 

presentados, la administración exógena de GH en DBDs con ALD aumenta la 

producción intestinal de VEGFB y VEGFA, lo que iría en consonancia con los estudios 

mencionados anteriormente. 
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En cuanto a VEGFA, en condiciones de PH+IR, exacerba el daño hepatocelular 

en hígados esteatósicos 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 lesión por I/R en tejido 

cardíaco (Kivelä et al. 2014; Raissadati et al. 2017). Como se ha mostrado en los 

resultados anteriormente descritos, la administración de GH induciría la producción de 

VEGFB y VEGFA en intestino, mitigando de esta forma el daño hepático en DBDs con 

ALD antes de la extracción de los injertos hepáticos de los donantes. De forma 

contraria a lo esperado, cuando se administró anti-VEGFR1 junto con GH, las 

propiedades beneficiosas inducidas por GH en el hígado no fueron revertidas. Sólo con 

la administración concomitante de anti-VEGFR1 y de un inhibidor de VEGFR2 (el 

receptor de VEGFA) se eliminaron los beneficios observados por la administración de 

GH. Estos resultados están en línea con la literatura existente sobre la dinámica de las 

vías de señalización de VEGFR1 y VEGFR2. Diferentes estudios sugieren la idea de que 

VEGFA puede unirse tanto a VEGFR1 como a VEGFR2, pero solo ejercería su función a 

través de VEGFR2, mientras que VEGFR1 estaría actuando de "decoy" (Figura 35). Al 

unirse VEGFB a su receptor (VEGFR1), este desplaza a VEGFA a VEGFR2, promoviendo 

la acción de este segundo factor. A su vez VEGFB también podría estar ejerciendo 

efectos beneficiosos al unirse a VEGFR1. En otras palabras, los beneficios potenciales 

de VEGFB se deben a que potencia la acción de VEGFA (Boucher et al. 2017; Lal et al. 

2018). Esto es lo que podría estar sucediendo en DBDs con ALD. La GH exógena estaría 

aumentando los niveles de ambos VEGFs. VEGFB se estaría uniendo a su receptor 

(VEGFR1) potenciando la unión de VEGFA a VEGFR2. Cuando solo se administra VEGFA, 

este se une tanto a VEGFR1 como a VEGFR2 ejerciendo su función a través de VEGFR2. 

Por otro lado, cuando se administra VEGFB, este e une a VEGFR1, permitiendo que el 

VEGFA endógeno se una a VEGFR2. Cuando se administra GH y anti-VEGFR1, el VEGFA 

producido por GH se estaría uniendo a VEGFR2 ejerciendo su función. Finalmente, 

cuando se administra GH junto con anti-VEGFR1 y anti-VEGFR2, ni VEGFA ni VEGFB se 

unirían a los receptores. De esta forma, no se observaría la protección inducida por la 

GH exógena ya que se estarían inhibiendo la acción de ambos VEGFA y VEGFB.  Según 

nuestros resultados, VEGFA y VEGFB pueden proteger indirectamente al hígado al 

ejercer sus funciones en el intestino. Esto podría explicarse por el hecho de que el 



Discusión 
 

128 
 

intestino expresa ambos receptores (VEGFR1 y VEGFR2) (Wejman et al. 2013; Zhou et 

al. 2023). En este caso, la GH exógena (a través de la producción de VEGFA y VEGFB en 

el intestino), o la administración de VEGFA y VEGFB exógenos (que son captados por el 

intestino y no por el hígado) podrían estar ejerciendo sus efectos beneficiosos 

modulando diferentes vías y produciendo diferentes mediadores en el intestino, los 

cuales podrían ser liberados a la circulación portal y ser recaptados por el hígado para 

evitar el daño hepático producido por la BD y en presencia de ALD. Está ampliamente 

reportado que las múltiples vías moduladas por la familia VEGF incluyen supervivencia, 

apoptosis y muerte celular, proliferación, procesos hipertróficos, permeabilidad o 

migración celular, etc. (X. Li et al. 2012; Melincovici et al. 2018; Shen et al. 2018). Por 

este motivo, el identificar los mecanismos de acción que expliquen cómo los VEGF 

modulan este daño hepático y fallo en la regeneración con exactitud sería de un 

enorme interés científico y clínico.  

 

 

 

 

 

 

 

Así pues, los resultados presentados en este estudio muestran la relevancia de 

VEGFB/VEGFA sintetizados en el intestino por acción GH en el contexto del TH con 

donantes ALD con BD. Esta última estaría reduciendo el daño hepático causado por la 

BD antes de la extracción del injerto porque estaría sintetizando VEGFB y VEGFA en el 

intestino. Estos datos resultan de un gran interés clínico y científico ya que es el primer 

Figura 35. Representación esquemática de VEGFA y VEGFB, sus receptores y 

funciones celulares. Adaptada de (Lal et al. 2018) 
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estudio que explora una potencial terapia para reducir los efectos perjudiciales de la 

BD en donantes con ALD (Figura 36).   

 

En conclusión, los mecanismos fisiopatológicos y nuevas terapias descritas en la 

presente tesis doctoral podrían llegar a mejorar la calidad de los injertos hepáticos 

sometidos a TH procedentes de donantes con criterio extendido mejorando los 

resultados post-operatorios. Todo ello, podría llevar a una mayor utilización de los 

injertos esteatósicos y procedentes de donantes con ALD y en consecuencia reducir la 

problemática de las listas de espera para trasplante.  

 

 

Figura 36. Representación esquemática de la vía GH-VEGFB/VEGFA en intestino e 

hígado en donantes con BD y ALD y efectos sobre el daño hepático de las 

diferentes potenciales terapias farmacológicas. 
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CONCLUSIONES 

- Las estrategias nutricionales basadas en la administración de glucosa o 

emulsiones lipídicas tienen efectos diferentes en el TH procedente de DBD 

dependiendo del injerto hepático. En el caso de los injertos no esteatósicos 

ninguna de las estrategias protegió frente al daño e inflamación asociado al TH 

procedente de DBDs. En los injertos esteatósicos (independiente del tipo de 

esteatosis, genética o nutricional), la administración de glucosa fue inefectiva 

mientras que el tratamiento con emulsiones lipídicas protegió a los injertos 

esteatósicos frente a la vulnerabilidad que presentan a la lesión e inflamación.   

- El eje intestino-hígado no es crucial en los efectos de las estrategias 

nutricionales en injertos esteatósicos y no esteatósicos procedentes de DBDs 

sometidos a TH. 

- Los efectos de la neuregulina-1 en TH de injertos esteatósicos y no esteatósicos 

procedente de DBDs depende de la fuente de este factor neurotrófico 

(endógeno vs exógeno). 

- La neuregulina-1 endógena estaría ejerciendo efectos beneficiosos frente al 

daño inducido por I/R y fallo en la regeneración hepática en TH procedente de 

DBDs por vías de señalización diferentes dependiendo del tipo de injerto 

(esteatósico vs no esteatósico). La vía NRG1-PAK1-VEGFA sería la responsable 

de los efectos beneficiosos de la NRG1 en el TH con hígados no esteatósicos 

procedentes de DBDs mientras que la vía de señalización NRG1-PAK1-IGF1 sería 

la responsable de los efectos beneficiosos de la NRG1 sobre la lesión, y fallo en 

la regeneración en el TH con injertos esteatósicos procedentes de DBDs.  

- En contra del dogma creado con los efectos protectores derivados de la 

administración exógena de neuregulina-1 en diferentes patologías, en el TH con 

injertos esteatósicos y no esteatósicos procedentes de DBDs, es 

contraproducente ya que exacerba la lesión y fallo en la regeneración.  
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- El tipo de esteatosis (genética vs nutricional), no afecta de forma diferencial a 

la lesión por I/R y fallo en la regeneración ni a los efectos y vías de señalización 

de NRG1 cuando los injertos hepáticos esteatósicos procedentes de DBDs se 

someten a TH. 

- En el TH procedente de donantes con ALD, la hormona del crecimiento reduce 

el daño hepático causado por la muerte cerebral en los donantes, antes de la 

extracción del injerto hepático mediante un aumento en la expresión de VEGFB 

y de VEGFA en el intestino. 

- El eje intestino-hígado estaría jugando un papel crucial en donantes con BD y 

ALD ya que sería el órgano 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 expresión 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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