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Abreviaturas

ACC: Acetil-CoA carboxilasa

Akt: Proteina serina/treonina quinasa

ALT: Alanina aminotransferasa

AMPK: Proteina quinasa dependiente de AMP
Ang II: Angiotensina Il

Ang 1-7: Angiotensina 1-7

AST: Aspartato aminotransferasa

ATP: Adenosina trifosfato

BrdU - Bromodesoxiuridina

CDases: Ceramidasas

CDK1: Quinasa-dependiente de ciclina 1

CDK2: Quinasa-dependiente de ciclina 2

CDK4: Quinasa-dependiente de ciclina 4

CE: Células endoteliales

CER: Ceramida

Cyt c: Citocromo ¢

CCL4 - Tetracloruro de carbono

CINC: Quimioatrayente de neutrdfilos inducido por citoquinas 1
CK: Células de Kuppfer

COXI: Citocromo c oxidasa subunidad |

COXIV: Citocromo c oxidasa subunidad IV
CPT-1: Carnitina palmitoiltransferasa-1

CPT-2: Carnitina palmitoiltransferasa-2

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

ERK 1/2: Proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2
ET: Endotelina

FAS: Sintasa de acidos grasos

FGF21: Factor de crecimiento fibroblastico

GO: Fase quiescente

G1: Intervalo (procedente del inglés “Gap”)
GDH: Glutationa deshidrogenasa

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
GPAT: Glicerol-3-fosfato aciltransferasas

GSH: Glutation

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HIF-1: Factor inducible por hipoxia 1

HMGB1: Proteina de alta movilidad del grupo B1
HGF: Factor de crecimiento hepatocitario
HMW: Peso molecular alto

HSF: Factor de transcripcion de choque térmico
H&E: Hematoxilina y Eosina

I/R: Isquemia/Reperfusion

ICAM-1: Molécula de adhesidn intercellular 1



IFN-y: Interferéon gamma

IL-1: Interleuquina-1

IL-6: Interleuquina-6

IL-10: Interleuquina-10

IL-12: Interleuquina-12

IL-13: Interleuquina-13

IL-17: interleuquina-17

IL-18: Interleuquina-18

IFNB: interferon beta

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

IRAK: Quinasa asociada a IL-1R

IKK: Quinasa de IkB

IkB: Inhibidor de NFkB

IRF: Factor de transcripcién regulatorio de interferén

LDL: Lipoproteinas ricas en triglicéridos

LMW: Bajo peso molecular

LPS: Lipopolisacarido

LPT: Lipectomia

LTB4: Leucotrieno B4

M: Fase de Mitosis

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitégenos

MCAD: Acil-CoA-dehidrogenasa de cadena media

MCP: Proteina quimiotactica de monocitos

MD2: Diferenciacion mieloide 2

MDA: Malondialdehido

MIP: Proteina de los macréfagos inflamatorios-1

MIP: Proteina inflamatoria de macroéfagos

MMW: Peso molecular medio

MPO: Mieloperoxidasa

MyD88: Proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88
NAD: Nicotinamida adenina dinucleétido en su forma oxidada
NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido en su forma reducida
NFxB: Factor nuclear kappa B

NH4": Amonio

NMN: Nicotinamida mononucleétido

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

0,: Radical superdxido

OONO': Peroxinitrito

p38: Proteina quinasa activada por mitdégeno p38

PBEF: Promotor estimulante de las colonias de células pre-B
PH: Hepatectomia parcial

PI3K: Fosfatidil inositol 3-quinasa

PPARa: Receptor activador de la proliferacién de peroxisomas alfa

RBP4: Proteina de transporte del retinol 4
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S: Fase de sintesis

SAPK: Proteina quinasa activada por estrés

SCD-1: Estearoil CoA desaturasa 1

SMases: Esfingomielinasas
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S1P: Esfingosina-1-fosfato

SOCS-3: Supresora de la sefializacidn por citocinas-3

SOD2: Superdxido dismutasa 2

SLP: Proteasas secretadas por leucocitos

STAT3: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
STAT6: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 6
SPHK: Esfingosina quinasa

TAK1: Quinasa asociada a TGF-a

TAB: Tejido adiposo blanco

TAB2: Proteina unida a TAK
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TGF-B: Factor de crecimiento transformante 8
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TRAM: Molécula adaptadora relacionada con TRIF

TRIF: Proteina adaptadora que contiene el dominio TIR inductor de interferon
VCAM-1: Molécula de adhesién celular vascular 1

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad

X/XOD: Xantina/Xantina Oxidasa



INTRODUCCION



Introduccion 2

1. PROBLEMATICA DE LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION EN RESECCIONES
HEPATICAS

La reseccién hepatica es un tratamiento estandar para tumores hepaticos. El objetivo de la
reseccion es eliminar la lesion macroscépica dejando suficiente masa hepatica funcional con la
preservacion del flujo vascular (Garcea G., Maddern G.J., 2009, Garden G. et al., 2006). La
hemorragia durante la cirugia del higado es el riesgo principal durante las resecciones hepaticas.
Para reducir este riesgo se utiliza la oclusion vascular del flujo sanguineo que entra en el higado,
esta maniobra se conoce como la maniobra de Pringle u oclusién de la triada portal. Consiste en la
compresion del ligamento hepatoduodenal. La maniobra de Pringle permite minimizar el sangrado
de la superficie cortada durante la reseccidon del parénquima, aunque no tiene efecto sobre el
sangrado de las ramas de las venas hepaticas (Huguet C. et al., 1992, Selzner M. et al., 2000).

Otra técnica que se utiliza, es la exclusidn vascular hepatica, consiste en la oclusion de la
triada portal y la de la vena cava inferior. Esta técnica aisla completamente el higado y la vena
cava retrohepatica del resto de la circulacidn, y tiene como objetivo reducir el riesgo de
hemorragia masiva y de formacién de trombos gaseosos causados por la ruptura de la vena cava,
o de la vena hepatica, al extraer un tumor hepatico muy extenso o bien situado en el I6bulo
posterior del higado (Huguet C. et al., 1992). Con el fin de minimizar el sangrado durante la cirugia
hepatica y las alteraciones bioquimicas ocasionadas por la interrupcién del flujo sanguineo del
higado, se desarrollé una técnica basada en el control selectivo de los vasos del hileo hepatico,
llamada oclusiéon vascular hemihepatica (Makuuchi M. et al.,, 1987, Miyagawa S. et al., 1996,
Yanaga K. et al., 1993, Nishizaki T. et al., 1996). Esta técnica consiste en la oclusién de los vasos
aferentes (arteria hepatica y vena porta) de los ldbulos hepdticos, derechos o izquierdos
dependiendo de la situacion del fragmento hepatico a reseccionar, de manera que se preserva el
flujo sanguineo en el I6bulo hepatico contralateral reduciendo asi la lesién hepatica asociada a la
isquemia-reperfusién (I/R) (Miyagawa S. et al., 1996, Yanaga K. et al., 1993, Nishizaki T. et al.,
1996). Si bien estos procedimientos reducen el sangrado durante la cirugia, hay que tener
presente las lesiones provocadas por la interrupcion del flujo sanguineo en la totalidad del higado.
Ademas, en pacientes con desdrdenes hepdticos como es el caso de la cirrosis hepatica los dos
tipos de oclusiones vasculares comportan congestion intestinal, con el consiguiente riesgo afadido

de sepsis (Makuuchi M. et al., 1987).



Introduccion 3

2. PATOFISIOLOGIA DE LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA

En la literatura, la lesion por I/R se ha dividido en dos fases, la lesién causada por la
isquemia y la lesién debida a la reperfusion. La separacion de los eventos celulares que ocurren
encada fase no es absoluta, ya que el dafo celular en el drgano hipdxico se acentla después de la
restauraciéon del aporte de oxigeno, lo que sugiere que los eventos que suceden en la reperfusion,
son la consecuencia de aquellos que se inician durante la isquemia. Ademas se ha visto que la
reperfusion de un higado expuesto a un periodo de isquemia breve no induce ninglin dano
detectable, un hallazgo indicativo de que la reperfusion por si sola no es perjudicial
(Casillas-Ramirez A. et al., 2006a).

Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxigeno al higado y se detiene la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que comporta una deplecidn de los niveles adenosina trifosfato (ATP).
La degradacion de ATP estimula la glucdlisis anaerdbica con la consiguiente formacion de acido
lactico, lo cual altera la cinética normal de las enzimas. El fallo en la homeostasis celular se
caracteriza por la pérdida de gradiente de los iones de sodio y de calcio a través de las membranas
celulares. Este hecho trae como consecuencia edema intracelular y el consiguiente hinchamiento
de las células de Kupffer y las células endoteliales. Estos fendmenos inducen una alteracién en los
organulos citoplasmadticos y en la integridad de la membrana, pudiendo desencadenar en la
muerte celular (Casillas-Ramirez A. et al., 2006a).

La reperfusion (restablecimiento del flujo sanguineo) del higado previamente isquémico
trae consigo dos procesos beneficiosos para el tejido isquémico, por una parte se restablece el
aporte de energia recuperando los niveles de ATP deplecionados durante la isquemia y por otra la
eliminacion de los metabolitos toxicos formados durante la fase previa, que tienen repercusién a
nivel sistémico y local. Desde este punto de vista, la reperfusiéon podria considerarse como un
prerrequisito para la recuperacion de la lesion isquémica. Se ha establecido que la lesién hepatica
causada por la reperfusion tiene lugar en dos etapas. La primera se iniciaria inmediatamente
después de la reperfusién con una duracion de entre 4 y 6 horas conocida como fase inicial o
aguda, y después tendria lugar una segunda fase que se alargaria durante 2 6 3 dias, conocida
como fase tardia o subaguda (Cutrin J.C. et al., 2000, Jaeschke H. et al., 19914, Jaeschke H. et al.,
1991b, Jaeschke H et al., 1991c).
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3. LA REGENERACION HEPATICA

En vertebrados, la capacidad de regeneracién esta limitada a muy pocos tejidos, entre ellos
el higado. La inusual capacidad regenerativa del higado es un mecanismo de adaptacion, ya que el
higado es el principal érgano detoxificante del cuerpo. Por tanto, el higado tiene la capacidad de
regenerarse tras una lesidn o reseccion (Koniaris L.G. et al., 2003). Esta capacidad regenerativa no
deja de sorprender ya que el higado es un érgano quiescente, en términos de proliferacion celular
(Koniaris L.G. et al., 2003), en el cual solamente menos del 0,01% de los hepatocitos se estan
dividiendo en un momento determinado. Los hepatocitos constituyen el 80-90% de las células
hepaticas. El otro 20% esta integrado por células de Kupffer, endoteliales, epiteliales biliares y
células de Ito.

La regeneracion hepatica tras la hepatectomia parcial (PH) tiene lugar mediante una
proliferacién masiva de los hepatocitos supervivientes tras una reseccion hepatica, (Koniaris L.G.
et al., 2003) y de todas las células maduras presentes en el érgano (Michalopoulos G.K., 2007). La
mayoria de los estudios se centran en la capacidad regenerativa de los hepatocitos ya que son los
primeros tipos celulares en proliferar (Grisham J.W. et al., 1962, Rabes H.M.et al., 1976). La
sintesis de DNA de los hepatocitos comienza entre las 12 y las 16 horas después de una PH del
70% en animales de experimentacion y alcanza su pico maximo entre las 22 y las 24 horas. Asi
mismo, un segundo pico menos notable se produce entre las 36 y las 48 horas. La sintesis de DNA
en las células no parenquimales comienza normalmente un dia mas tarde, después de la sintesis

de DNA de las células del parénquima (Michalopoulos G.K., 1990).

La regeneracion hepatica se ha dividido en dos epatas:

1) La salida del hepatocito de la fase quiescente para entrar en el ciclo celular (iniciacion).

2) La progresion a través del punto de restriccion de la fase G1 del ciclo (progresion).

Se ha propuesto que estas dos etapas tienen un control independiente. En la primera

etapa, la iniciacion, intervendrian las citoquinas (factor de necrosis tumoral a [TNF-a] vy

interleuquina-6 [IL-6]). En la progresién intervendrian los factores de crecimiento [el factor de

crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B)] (Fausto N.,

2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koniaris%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14522336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michalopoulos%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17559071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=GRISHAM%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13902009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rabes%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1000566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michalopoulos%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2404819
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La regeneracion hepatica es un proceso asociado a cascadas de sefializacién que implican
una compleja red de mediadores (Selzner M. et al., 1999). Las citoquinas tales como el TNF-a vy la
IL-6 actian en la fase inicial de la regeneracion del higado, lo que corresponde a la entrada de los
hepatocitos quiescentes en el ciclo celular (GO a G1). La progresion del ciclo celular es favorecida
por factores de crecimiento (HGF), que atraviesan el punto de restriccion al final de la fase G1
(Fausto N., Campbell J.S., 2006, Zimmermann A. et al., 2004) (Figura 1). Las células no
parenquimales del higado tienen una funcién importante como fuente de factores de crecimiento
y las interleuquinas, las cuales promueven o inhiben la proliferacion de los hepatocitos (Figura 1).

Las células de kupffer son responsables tanto de la produccion y liberacion de las
citoquinas que favorecen la proliferacion (TNF-a y L-6), como de los mediadores que inhiben tal
proceso (IL-1 y TGF-B) (Malik R. et al., 2002). Las células endoteliales de los sinusoides son capaces
de generar TGF-B, HGF y IL-6. Las células estrelladas hepaticas sintetizan y liberan HGF y TGF-B
(Malik R. et al., 2002).

El HGF juega un papel importante en la reparacién y regeneracién durante el dafo
hepatico (Figura 1). El HGF desencadena una red compleja de rutas de sefalizacion que activan
funciones claves para la reparacién del higado, la supervivencia y el control redox celular (Gémez-
Quiroz L.E. et al., 2008, Nakamura T. et al., 2010). Todas estas funciones son iniciadas por la unién
del HGF a su receptor tirosina quinas c-Met, el cual después de su autofosforilacién, desencadena
la transduccidn de diferentes vias de sefializacion celular (Palestino-Dominguez M. et al., 2012).
Estudios previos en un modelo experimental de trasplante hepatico han sefialado que la
administracion de HGF aumenta la regeneracion del injerto hepdatico (Uchiyama H. et al., 1999). En
esta misma linea, estudios realizados en un modelo experimental de regeneracién por tetracloruro
de carbono, demostraron que la administracidon de anticuerpos anti-HGF inhiben la regeneracién
hepatica (Burr A.\W. et al., 1998).

El TGF-B tiene dos funciones: la inhibicidon de la proliferacién celular y la induccion de la
apoptosis (Oberhammer F. et al., 1991, Oberhammer F. A., 1992). El TGF-B actla sobre el ciclo
celular deteniendo la proliferacion de las células al final de la fase G1 (Figura 1). Este efecto se
consigue tras la represidn de c-myc, el cual es un factor transcripcional mitogénico, asi como por la
induccion de inhibidores de diferentes complejos del ciclo celular (Vilchis-Landeros M.M. et al.,
2003). Pocas horas después de realizarse una PH, se inicia la sintesis del TGF-B, alcanzando su
maxima concentracion alrededor de las 48 horas. Se ha sefialado que la administracion

intravenosa de TGF-B inhibe la fase temprana de la regeneracidon en modelos experimentales de
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PH (Russell W.E. et al., 1988), mientras que tratamientos basados en la administracion de
anticuerpos anti-TGF-B en PH aumentan la regeneracion hepatica (Enami Y. et al., 2001).

Con respecto al ciclo celular, el complejo ciclina-CDK4 (quinasa-dependiente de ciclina 4) se
activa en la mitad de la fase G1. Los complejos de ciclina E-CDK2 son necesarios para la transicidon
de la fase G1 a S. La ciclina A-CDK2 es clave para la progresién de la replicacion del DNA, y la ciclina

B-CDK1 para la entrada en la mitosis (Jaumot M. et al., 1999) (Figura 1).

Resecciéon hepdtica

|

: TNF-a

1 IL-6

+

TGF-8

CiclinaD
CDK 4/6

-
r

CiclinaA

CDK 1
[ Ciclina E
Ciclina A CDK 2

CDK'2

Figura 1. Fases del ciclo celular. GO: fase quiescente, G1: intervalo (procedente
del inglés “Gap”), R: punto de restriccion, S: fase de sintesis, G2: intervalo

(procedente del inglés “Gap”), M: fase de mitosis.
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4. FACTORES IMPLICADOS EN LA LESION POR I/R Y EN LA REGENERACION

El dafio hepatico que sufre el higado al someterlo a un proceso de I/R asi como la respuesta

regenerativa del higado tras una PH es el resultado de la interaccion entre diferentes tipos

celulares y vias de sefializacion celular (Figura 2).
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Figura 2. Algunos de los mecanismos involucrados en la patofisiologia de la I/R y regeneracion

hepatica. TLR-4: receptor tipo toll 4, TRIF: proteina adaptadora que contiene el dominio TIR inductor de

interferon beta, MyD88: proteina de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88, TRAF6: factor asociado

al receptor del factor de necrosis tumoral 6, HMGB-1: proteina de alta movilidad del grupo B1, Cyt c: citocromo

¢, X/XOD: xantina/xantina oxidasa, IL-6: interleuquina-6, IL-10: interleuquina-10, IL-13: ilnterleuquina-13, SLP:

proteasas secretadas por leucocitos, RBP-4: proteina de transporte del retinol 4, Ang II: angiotensina I, Ang 1-
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7: angiotensina 1-7, TNF-@: factor de crecimiento transformante-beta, INF-y: interferén gamma, RLO: radicales
libres de oxigeno, O2: radical superoxido, ONOO™: peroxinitrito, ATP: adenosina trifosfato, GM-CSF: factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, IL-17: interleuquina-17, IL-10: interleuquina-10, ICAM:
molécula de adhesion intercelular, VCAM: molécula de adhesion celular vascular; NO: 6xido nitrico; ET:
endotelina, MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1, MIP: proteina de los macréfagos inflamatorios-1,

CINC: quimioatrayente de neutréfilos inducido por citoquinas, CK: células de Kuppfer, CE: células endoteliales.

La deficiencia energética inducida por la isquemia induce un fallo en la homeostasis celular
y alteraciones en las CK y las CE. Este hecho, junto con el desequilibrio en la produccion de NOy ET
contribuye al estrechamiento del lumen sinusoidal. Esto conduce a una acumulacidon de
neutrdfilos y a fallos en la microcirculacién hepatica. La activacidén de las CK resulta en la liberacion
de RLO (procedentes del sistema X/XOD y de la mitocondria), TNF-a e IL-1. Diferentes mediadores
tales como la Ang Il, RBP4 y Ang 1-7 intervienen en la produccion de RLO. La liberacion de
citoquinas, a través de la inducciéon de moléculas de adhesién (ICAM y VCAM) y de la quimioquina
CXC conduce a la acumulacion y activacion de neutréfilos, causando dafio parequimal a través de
la produccion de RLO y proteasas. De la misma manera, la activacion del factor del complemento
C5a activa a las CK; los linfocitos T CD4+ residentes y los recién acumulados en el higado pueden
producir GM-CSF, INF-y y TNF-B, los cuales amplifican la activacion de las CK y promueven el
reclutamiento de neutrdfilos en el higado; quimioquinas tales como MCP-1, MIP-1 y CINC son
responsable de la produccidn de O, por parte de los neutréfilos mientras que el leucotrieno B4
(LTB4) puede contribuir a la amplificacion de la respuesta de los neutroéfilos. Adicionalmente,
factores anti-inflamatorios tales como IL-6, IL-10, IL-13 y el inhibidor de proteasas secretado por
leucocitos (SLP) atentan la repuesta inflamatoria. Los niveles de ATP seran claves para
desencadenar necrosis y/o apoptosis. El dafio celular activa vias de sefnalizacién como el HMGB-1-
TLR4, lo cual amplifica ain mas el dafio inflamatorio en procesos de PH bajo I/R. Es importante
considerar que la lesion por I/R afecta negativamente el proceso de regeneracion (Figura 2).

Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados en la
lesion por I/R hepatica. Las interrelaciones entre estos mediadores y sus respectivas vias de
sefializacion son muy complejas y aun no es posible hablar con total certeza de los eventos que
suceden desde que se inicia la reperfusién hasta el momento en que se evidencian los fallos
postoperatorios asociados a la cirugia hepatica, pues las diversas investigaciones que abordan el
tema no han logrado converger en sus resultados. Este hecho se ve acentuado negativamente por

la gran diversidad de modelos y disefos experimentales con los que se trabaja.
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5. CONTROVERSIAS ACERCA DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA LESION POR ISQUEMIA -
REPERFUSION Y EN LA REGENERACION

A continuacién nos centraremos en los diferentes resultados existentes en la literatura

acerca de las posibles fuentes generadoras de RLO, la activacidon y acumulacién de los neutrdfilos,

el papel de algunas citoquinas y los efectos y mecanismos de accidn del éxido nitrico (NO). Esto

nos permitira entender porque la lesion por I/R y el fallo en la regeneracién asociada a la PH bajo

oclusién vascular sigue siendo un problema sin resolver en la practica clinica.

5.1 LOS RADICALES LIBRES DE OXiGENO

Los efectos mas nocivos se producen a través de su accidn sobre las membranas celulares,
ya sea a nivel de enzimas, receptores de membrana, mecanismos de transporte o modificando las
propiedades de los lipidos y de las proteinas de dichas membranas. También pueden
desencadenar los procesos de peroxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados, afectando
directamente las propiedades fisicas de la membrana y provocando una deplecion de estos acidos
grasos esenciales (Horrobin D.F., 1991, Ferguson D.M. et al.,1991, Kanno M. et al., 1993, Elias-Miro
M. et al., 2013).

El estrés oxidativo que acompafia la lesion por I/R hepdtica es la consecuencia de un
desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y anti-oxidantes. Entre los mecanismos que generan
sustancias pro-oxidantes se destacan la generacion mitocondrial, la generacién por parte de los
fagocitos y la del sistema xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa (XDH/XOD) (Figura 2). En cuanto
a los sistemas antioxidantes se destacan la superdxido dismutasa (SOD) y el glutatiéon (GSH) como
sistemas enzimaticos y no-enzimaticos respectivamente. La I/R provoca una disminucion de los
niveles de SOD y GSH, hecho que agrava aun mas los efectos nocivos de los RLO.

Los RLO, al dafiar proteinas y DNA tienen una influencia negativa sobre la divisién celular
(Clavien P.A. et al., 1992, Diesen D.L. et al., 2010). Distintos estudios indican que los marcadores
de peroxidacion lipidica estan aumentados durante la reperfusion en trasplante asi como en
resecciones hepaticas (Biasi F. et al., 1995, Reilly P.M et al., 1991).

Resultados obtenidos en modelos experimentales de higado perfundido aislado han puesto
en tela de juicio la importancia del sistema X/XOD, e indican que la mitocondria podria ser la
fuente principal de RLO (Figura 2). Sin embargo, datos obtenidos en un modelo murino de I/R
normotérmica in vivo constatan que la mitocondria no parece participar activamente en el estrés

oxidativo inducido por la reperfusion (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Elias-Miré M. et al., 2012b).
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La variedad de resultados respecto a los mecanismos de generacion de RLO en la I/R
hepatica es evidente. Con el objeto de clarificar la importancia del sistema X/XOD frente a la
mitocondria, debe tenerse en cuenta las diferencias existentes entre los modelos experimentales
evaluados, incluyendo los tiempos de isquemia. De esta manera, el sistema X/XOD desempefia un
papel crucial en el dafio hepatico por I/R solamente en condiciones en las cuales ocurre una
formacion importante de XOD, como por ejemplo a las 16 horas de isquemia fria. Sin embargo,
este sistema de generacién de RLO no parece ser crucial en periodos isquémicos mas cortos tales
como 6 horas de isquemia fria. (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Elias-Miré M. et al., 2012a). Por
otro lado, también deben considerarse los farmacos usados para inhibir el sistema X/XOD, ya que
por ejemplo, el alopurinol parece tener mds de un mecanismo de accién. Este no es solamente un
inhibidor potente de la XOD, sino que también mejora la disfuncién mitocondrial inducida por la
isquemia. De la misma manera, es importante sefialar que la implicacion de los hepatocitos y/o de
las CK como fuentes productoras de RLO depende del periodo de isquemia y de la temperatura
(4°Cy 37°C) a la cual es sometido el higado durante la isquemia, lo cual probablemente conduce a
diferentes mecanismos de dafio en la I/R hepatica (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Elias-Miré M.

et al., 2012a).

5.2 NEUTROFILOS Y CITOQUINAS

Numerosos trabajos han demostrado que la activacién de los neutrdfilos estd implicada en
el dafio del parénquima hepatico y en las alteraciones de la microcirculacién asociados con la I/R
(Cutrin J.C. et al., 2000, Jaeschke H. et al., 1992, Jaeschke H. et al., 1991c, Jaeschke H., 1990,
Hisama N. et al., 1996, Jaeschke H. et al., 1993). La teoria clasica propone que el aumento en la
expresion de moléculas de adhesion, tales como ICAM-1 y P-selectina son primordiales para la
acumulaciéon de neutrdfilos y el consiguiente dafno hepatico asociado a la I/R (Figura 2). En este
sentido, diferentes trabajos han demostrado que al prevenir la infiltracion de neutrdéfilos a los
tejidos, tanto disminuyendo el numero de neutréfilos como previniendo la adhesidn de éstos, se
reduce significativamente el fallo microcirculatorio y el dafio tisular en modelos animales de I/R
(Lentsch A.B., 2000, Martinez-Mier G. et al.,, 2001) Oponiéndose a esta teoria, también hay
resultados que demuestran que la acumulacién de neutrdéfilos observada en el higado después de
la I/R no depende de la sobre-expresién de ICAM-1 o P-selectina (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b,

Peralta C. et al., 2013).
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La citoquina pro-inflamatoria TNF-a puede ser protectora o perjudicial en la lesién y/o
regeneraciéon hepatica dependiendo del tipo celular y de las condiciones experimentales,
pudiendo estimular la muerte celular o inducir efectos hepatoprotectores. El TNF-a juega también
un papel en la regeneracién hepatica, actuando de manera distinta segun la dosis que se
administre. La administracion de dosis altas de TNF-a resulta en una pobre regeneracién hepatica,
mientras que no tiene ningun efecto si se administra a dosis bajas. Por otro lado, esta citoquina
induce la sintesis de DNA en cultivos de hepatocitos en presencia de suero, pero sin efecto
mitogénico cuando los cultivos de hepatocitos son mantenidos en un medio libre de factores de
crecimiento. Todas estas observaciones sugieren que el TNF-a actla como un agente responsable
de la iniciacion de la proliferacién hepatocitaria en la primera fase de regeneracién hepatica,
dejando las células preparadas para responder a los factores de crecimiento (Fausto N. 2000,
Yamada Y. et al.,, 1997). A través del receptor 1 del TNF-a (TNFR1), podria activar una via
dependiente de IL-6 en la que participa el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
(STAT3) (Yamada Y. et al., 1997). Por otro lado, hay que sefialar también que existen otros trabajos
en PH con knock-out para TNFR1, en los que se demuestra que la proliferacién hepatica podia ser
inducida por dos vias diferentes, una dependiente de TNF-a e IL-6, y una inducida por mitdégenos,

independiente de estas citoquinas (Ledda-Columbano G.M. et al., 1998).

5.3 EL OXIDO NITRICO

Algunos autores han observado que el NO ejerce un efecto beneficioso frente al dafio por
I/R hepatica, mientras que otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso reportan
una accion perjudicial de este mediador vasoactivo en el dafio por I/R hepatica. Estos efectos
diferenciales del NO se pueden explicar por las diferencias en las enzimas productoras de NO
(Casillas-Ramirez A. et al., 2006b).

En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la produccién de NO derivada de
la NOS constitutiva (cNOS) tendria efectos beneficiosos en I/R hepatica, la produccion de NO
derivada de la NOS inducible (iNOS), contribuiria al dafio hepatico. El NO derivado de la isoforma
cNOS, constitutivamente expresada, puede disminuir los desdérdenes de la microcirculacién
durante las primeras horas de reperfusion. En cambio, el NO derivado de la iNOS no puede ser
generado hasta varias horas después de la reperfusion debido a que esta isoforma requiere
induccion transcripcional. El exceso de produccion de NO derivado de la iNOS ya no seria

beneficioso a la microcirculacion a ese tiempo de reperfusidén, y por el contrario se puede
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combinar con los RLO y generar ONOO". Ademas, hay estudios que proponen que el NO derivado
de la iNOS induce la liberacidén de cyt c y de caspasas favoreciendo los procesos pro-apoptoticos.
Sin embargo, también existen controversias en relacién al papel del NO derivado de la iNOS, ya
gue otros estudios han sugerido que este NO es beneficioso porque induce la expresion de la
proteina anti-apoptética Bcl-2 e inactiva caspasas (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b).

Ademas, para entender los diferentes resultados en relacion al papel del NO en la lesion
por I/R hepdtica, es importante clarificar si la fuente de NO es enddgena o exdgena. Mientras que
se ha demostrado que el NO enddgeno puede reducir la acumulacién de neutréfilos, la
suplementacién exdgena de NO no modificd este parametro pero se asocié con una inhibicion en
la produccidn de ET (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b).

En cuanto a la influencia del NO sobre la regeneracién hepatica se ha demostrado que el
NO es necesario para la viabilidad de los hepatocitos (Fausto N., 2000) y que juega un papel
importante en la repoblacién hepatocitaria del higado (Koniaris L.G. et al., 2003). Tras una PH, el
higado remanente recibe el volumen de flujo sanguineo que recibia el higado entero y esto lleva a
una mayor produccién de NO por parte de la eNOS en las células endoteliales, lo cual es esencial
para que las células del parénquima hepatico entren en la fase G1 y empiece la regeneracion
hepatica. Por otro lado, parece ser que la iNOS tendria un papel importante 6 a 8 horas después
de la hepatectomia, y su induccion dependeria de citoquinas (TNF-a e IL-6) (Koniaris L.G. et al.,
2003). A pesar de estas observaciones existentes en la literatura también se ha descrito los efectos

nocivos del NO en condiciones de PH bajo oclusion vascular (Ramalho F.S. et al., 2009).

6. LA IMPORTANCIA DE LA ESTEATOSIS EN LA CIRUGIA HEPATICA

La esteatosis o higado graso es la acumulacion de cantidades excesivas de triglicéridos y
otras grasas dentro de las células del higado. Esta acumulacion de grasas, es considerada
patoldgica cuando excede el 5% del peso del higado (Veteldinen R. et al., 2007).

La esteatosis hepdatica se puede caracterizar cuantitativamente vy cualitativamente
(Veteldinen R. et al., 2007). Se clasifica como esteatosis leve cuando menos de un 30% de los
hepatocitos contienen grasa, moderada si contienen grasa entre un 30% y un 60% de los
hepatocitos, y severa si contienen vacuolas lipidicas mas de un 60% de los hepatocitos. La
evaluacién cualitativa divide la esteatosis en dos tipos: macrovesicular, cuando los hepatocitos
contienen una Unica vacuola de gran tamafio que suele desplazar el nucleo del hepatocito hacia la

periferia, y microvesicular, si el hepatocito contiene multiples vacuolas pequefias de grasa en el
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citoplasma. Las circunstancias mds habituales asociadas a esteatosis hepatica son la obesidad, la
diabetes tipo Il, la ingesta de alcohol, la alimentacién parenteral, enfermedades metabolicas y
ciertos tipos de hepatitis infecciosas (McCormack L. et al., 2011).

La esteatosis hepatica es la enfermedad crénica del higado mas comun en el mundo vy
afecta a todos los grupos raciales, étnicos y de edad. Varios estudios han reportado una
prevalencia del 10% al 20% de esteatosis en la poblacién delgada, del 60 al 74% entre la poblaciéon
obesa y mdas de 90% en los obesos mérbidos. Aproximadamente un 3% de los nifios delgados
estadn afectados y la prevalencia incrementa hasta en un 53% en nifios obesos. Debido al aumento
de la obesidad en los paises occidentales, se espera que en el futuro aumente la prevalencia de
esteatosis hepatica (Veteldinen R. et al., 2007).

La esteatosis hepatica es un hallazgo histolégico comun en biopsias de higado humano, y se
estima que mas del 20% de los pacientes programados para reseccidon hepdtica presentan algin
grado de esteatosis (Veteldinen V. et al., 2007). En posibles donantes de higado, la prevalencia de
esteatosis hepatica es del 26% (Selzner M., Clavien P. A., 2001). En comparacion con los higados
no esteatdsicos, los higados esteatdsicos muestran fallo en la regeneracion y reduccidén de la
tolerancia frente a la lesién inducida por I/R. De hecho, se ha descrito la existencia de fallo
hepatico post-quirurgico después de resecciones hepaticas en higados con esteatosis (Belghiti J. et
al., 2000, Behrns K.E. et al.,, 1998). Ademas el hecho de utilizar estos higados en trasplantes
hepaticos estd asociado a un aumento en el riesgo de disfuncidn hepatica o fallo primario después
de la cirugia (Ploeg R.J. et al., 1993, Hayashi M. et al., 1999).

Teniendo en cuenta el aumento en la prevalencia de esteatosis que se espera en la
poblacién y por lo tanto en la cirugia hepatica, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias
para minimizar los efectos adversos de la lesion por I/R en los higados esteatdsicos y el fallo en la
regeneraciéon hepatica que presentan tales higados. Esto disminuiria por lo tanto el riesgo de
disfuncién o fallo primario tras la cirugia hepdatica y se aumentaria el nimero de injertos
disponibles para ser trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los mecanismos
gue conducen a la mayor susceptibilidad de un higado esteatdsico frente a la lesién por I/R y al
fallo en la regeneracion. Teniendo en cuenta que la lesion por I/R afecta negativamente el proceso
de regeneracién hepatica, los trabajos descritos en la literatura se han basado principalmente en

reducir la lesion inducida por I/R, ya que repercute favorablemente en la regeneracion hepatica.
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7. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA LESION POR ISQUEMIA —REPERFUSION Y FALLO EN LA
REGENERACION EN EL HIGADO ESTEATOSICO

Como se ha mencionado anteriormente, los higados esteatdsicos toleran peor que los no

esteatdsicos la lesion por I/R y presentan mayores problemas de regeneracion tras la cirugia

(Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Selzner M. et al., 2001, Peralta C. et al., 2013,McCormack L. et

al., 2011). A continuacién se describen algunos de los posibles mecanismos implicados en la mayor

susceptibilidad de los higados esteatdsicos frente a la lesidén por I/R y al fallo en la regeneracion.

7.1 EL ESTRES OXIDATIVO

Los higados esteatdsicos son mas susceptibles que los no esteatésicos a la peroxidacidn
lipidica debido a sus bajas defensas antioxidantes y/o su mayor produccién de RLO. Durante la
reperfusion la generacion mitocondrial de RLO aumenta considerablemente, esto conduce a que
las estructuras mitocondriales se vean expuestas al ataque de los RLO generados tanto fuera como
dentro de estos organulos, conduciendo a la disfuncion mitocondrial y al fallo en la sintesis de ATP.
Uno de los efectos importantes de la produccion descontrolada de RLO es la peroxidacion lipidica
de la membrana y de otros lipidos celulares, dando lugar a alteraciones estructurales y al deterioro
funcional de los componentes celulares (Elias-Miré M. et al., 2013). Ademads los productos de la
peroxidacién lipidica, como por ejemplo el malondialdehido (MDA), podrian actuar como
atrayentes de neutrodfilos e inducir necrosis celular (Day C.P., James O.F., 1998, Curzio M et al.,
1985). La causa de este aumento en la peroxidacion lipidica podria ser debido a que en los higados
esteatdsicos hay una mayor cantidad de substrato facilmente oxidable (Letteron P. et al., 1996). En
condiciones basales, los sistemas antioxidantes del higado son suficientes para contrarrestar la
peroxidacién lipidica que se produce en el higado. Sin embargo, en higados esteatdsicos
sometidos a PH bajo I/R la peroxidacion de lipidos se ve muy incrementada y los sistemas
antioxidantes del higado se ven sobresaturados.

Diferentes trabajos se han centrado en prevenir el aumento de estrés oxidativo observado
en los higados esteatdsicos. No obstante, los datos obtenidos en los estudios en los que se
administraban antioxidantes han sido contradictorios. Algunos de estos estudios en ratas Zucker
obesas, modelo bien caracterizado de obesidad, indican que la administraciéon de tocoferol, que
tiene propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia del higado esteatdsico a la isquemia

caliente. Por otro lado, estudios experimentales en higados esteatdsicos inducidos mediante dieta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Casillas-Ram%C3%ADrez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16828807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Selzner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11296690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Day%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9547102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=James%20OF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9547102

Introduccion 15

deficiente en colina-metionina, mostraron que la administracion de precursores de GSH, como la
N-acetilcisteina, pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en los higados esteatdsicos
pero sin bloquear los RLO. Ademads, en higados esteatdsicos inducidos por dieta o por alcohol, se
producen RLO insensibles a la SOD y catalasa y que estan implicados en la vulnerabilidad de este
tipo de higados a la lesién por I/R (Elias-Miré M. et al., 2013, Selzner M. et al., 2000, Soltys K. et
al., 2001, Nardo B. et al. 2001, Caraceni P. et al., 2005).

7.2 LA ACUMULACION DE NEUTROFILOS Y ACTIVACION DE LAS CELULAS DE KUPFFER

El exceso de grasa en un higado esteatdsico produce alteraciones en la fluidez de las
membranas debido a la menor presencia de colesterol y de acidos grasos poli-insaturados
(Fukumori T. et al., 1999). Estas alteraciones, junto con el mayor deterioro que sufren las células
endoteliales tras la isquemia, podria derivar en un aumento en la infiltracion de neutréfilos en el
tejido hepatico (Hui A.M. et al. 1994, Fukumori T. et al., 1999, Nakano H. et al., 1997) (Figura 2). La
implicacion de los neutrdfilos en la mayor vulnerabilidad de los higados grasos frente a la lesién
por I/R estd documentada en diversos estudios, especialmente en higados grasos inducidos por
alcohol (Teramoto K. et al., 1993). En un modelo experimental de trasplante hepatico en ratas
Zucker se ha demostrado que el bloqueo de integrinas y selectinas, moléculas implicadas en la
adhesién de los neutrdfilos al endotelio sinusoidal, redujo la lesidon hepdtica y aumentd la
supervivencia de las ratas tras el trasplante hepatico (Amersi F. et al., 2002, Amersi F. et al., 2003,
Fondevila C. et al., 2005). Por otra parte, en otros modelos de esteatosis hepdtica los neutroéfilos
no parecen ser los responsables de la poca tolerancia de los higados esteatdsicos frente a la lesion
por I/R (Serafin A. et al., 2002, Nakano H. et al., 1997, Yamada S. et al., 2000). En este sentido, se
ha observado la misma acumulacién de neutréfilos en higados esteatdsicos que en no esteatdsicos
en ratas Zucker sometidas a I/R hepatica normotérmica, incluso en modelos de esteatdsis hepatica
inducida por la ingesta de una dieta rica en colesterol (Koneru B. et al., 1995, Sun C.K. et al., 2001).
En los higados grasos, se ha demostrado un aumento en el nimero y en la actividad fagocitica de
las CK, con respecto a los higados no esteatdsicos (Teramoto K. et al., 1993). Este hecho podria
explicar la vulnerabilidad de los higados grasos a la lesion por I/R, ya que las CK son una fuente
muy importante de RLO y citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a y la IL-1. Tales citoquinas

inhiben el proceso de regeneracion hepatica.
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7.3 LAS ALTERACIONES EN LA MICROCIRCULACION HEPATICA

La acumulacién de grasa en el citoplasma de los hepatocitos esta asociada con un aumento
en el volumen celular, que puede resultar en una obstruccidn parcial o total del espacio sinusoidal
hepatico, causando un aumento en la resistencia intraportal hepatica y una disminuciéon del flujo
sanguineo que reciben los hepatocitos con infiltracion grasa (Ricci C. et al., 1997). En humanos y
modelos experimentales se ha demostrado que en el higado graso se produce una disminucion de
aproximadamente el 50% del flujo sanguineo sinusoidal, respecto a los higados no esteatdsicos lo
gue podria inducir un estado de hipoxia crénica (Hayashi M. et al., 1999, Seifalian A.M. et al.,
1998, Teramoto K. et al., 1993, Hakamada K. et al., 1997, Teramoto K. et al., 1994, Wada K et al.,
1974). Esta disminucion en el flujo sanguineo se debe al aumento de tamafio de los hepatocitos
debido a la presencia de vacuolas lipidicas en su citoplasma y a un estrechamiento de la luz
sinusoidal (Teramoto K. et al., 1993, Hakamada K. et al., 1997, Teramoto K. et al., 1994, Wada K. et
al., 1974). Estas alteraciones en la microcirculacién podrian amplificar los efectos negativos

producidos por la I/R sobre la lesidn y regeneracion hepdtica.

7.4 EL MECANISMO DE MUERTE CELULAR

Se ha de mencionar también, que una caracteristica clave del dafio isquémico en el higado
no esteatdsico es la apoptosis, una forma activa de muerte celular que requiere energia. La
apoptosis permite la eliminacién de células dafiadas con la minima respuesta inflamatoria (Selzner
M. et al., 2000, Selzner M. et al., 2001, Selzner M. et al., 2003a, Jaeschke H. et al., 2003, Hong F. et
al., 2004). En cambio, la muerte celular predominante en los higados esteatdsicos es la necrosis.
En la muerte celular por necrosis se produce una rotura inespecifica de los organulos celulares y
de la membrana citoplasmatica, asi pues se libera el contenido celular, agravando la lesién
inflamatoria hepatica (Selzner M. et al., 2001, Behrns K.E. et al., 1998, Crowley H. et al., 2000).

Se ha demostrado que los higados esteatdsicos presentan alteraciones en la via de
sefializacion apoptodtica. En consonancia, estrategias terapéuticas basadas en la inhibicién de la
apoptosis, que reducen el dafio isquémico en higados no esteatdsicos, no son capaces de proteger
en presencia de esteatosis (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Selzner M. et al., 2000).

El término “necrapoptosis” se utiliza para describir un proceso que empieza con una sefial
de muerte celular comun y el cual culmina ya sea en lisis celular (muerte celular necrética) o en
reabsorcion celular programada (apoptosis) (Casillas-Ramirez A. et al., 2006b, Peralta C. et al.,

2013). El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte celular podria estar asociado, entre


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teramoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8249103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teramoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8249103

Introduccion 17

otros factores, con la disponibilidad de ATP de la célula, ya que como se ha comentado
anteriormente la apoptosis es un proceso dependiente de ATP. De este modo, el deterioro del
metabolismo energético que presentan los higados grasos tras la I/R hepatica podria explicar el
fallo de la apoptosis en este tipo de higados y el predominio de la lesidon por necrosis como forma

de muerte celular (Selzner M. et al., 2001, Behrns K.E. et al., 1998, Crowley H. et al., 2000).

7.5 LAS ALTERACIONES EN EL METABOLISMO ENERGETICO

El restablecimiento de los niveles de ATP durante la restauracion del flujo sanguineo tras la
isquemia hepatica en ratas ha sido reportado como un determinante de la viabilidad del tejido
hepatico y de la tasa de supervivencia (Vollmar B. et al., 1994). El ATP es una molécula necesaria
para la sintesis de DNA (Harvey P.R. et al., 1988). Durante la regeneracion del higado, el ATP es
esencial en la transicién del ciclo celular de la fase G1 a la fase S (Lee D.G., Bell S.P., 2000).
Resultados obtenidos en un modelo de PH mostraron que existe una relacidon estrecha entre los
niveles de ATP en el higado remanente y la regeneracion hepdtica del mismo (Maruyama H. et al.,
1995). Existe una correlacion directa entre el contenido de ATP en el higado al final de la isquemia
fria y la recuperacién del paciente trasplantado (Harvey P. R. et al.,, 1988). Diversos estudios
muestran que tras varias horas de isquemia normotérmica o fria los higados esteatdsicos
presentan una deplecion de los niveles de ATP mayor que la sufrida por los higados no
esteatdsicos (Fukumori T. et al., 1997, Selzner N. et al., 2003a). Por el contrario, en otros estudios
llevados a cabo en un modelo de isquemia hepatica normotérmica se observaron niveles
semejantes de ATP en ambos tipos de higados durante la isquemia pero una recuperacién del
metabolismo energético mas lenta durante la reperfusion en los higados esteatdsicos (Trevisani F.
et al., 1996). Segun estos datos, la esteatosis no afecta directamente al metabolismo energético
de los hepatocitos durante la isquemia, pero reduce la capacidad de las mitocondrias de generar
ATP al iniciarse la reperfusion (Hui A.M. et al., 1994, Fukumori T. et al., 1997, Fromenty B. et al.,
1997, Miki C. et al., 1998, Chavin K.D. et al., 1999, Cortez-Pinto H. et al., 1999, Rashid A. et al.,
1999, Caraceni P. et al., 2004). Para explicar tales resultados, diversos autores postulan que la
presencia de grasa en el hepatocito produce diversas alteraciones en las mitocondrias que se
hacen mucho mas evidentes tras un proceso de I/R y que dan lugar a la produccién de RLO y a un
significante deterioro del metabolismo energético tras el trasplante, siendo ambos factores

responsables de la poca tolerancia que presentan los higados esteatdsicos a la lesion por I/R vy al


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vollmar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7992845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harvey%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3289145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bell%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10801458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maruyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7885025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harvey%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3289145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Selzner%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12821044

Introduccion 18

fallo en la regeneracion (Hui A.M. et al., 1994, Fukumori T. et al., 1997, Miki C. et al., 1998, Nardo
B. et al., 2000, Vendemiale G. et al., 2001).

8. ELRECEPTORTIPO TOLL 4

Los receptores TLR son proteinas transmembrana tipo I. Hasta el momento se han
identificado 11 receptores TLR en humanos, mientras que en ratén se han identificado 13 TLR. Los
TLR 1-9 estdn conservados en el hombre y el ratén (Medzhitov R. et al., 1997, Takeda K. et al.,
2005).

En cuanto a la localizacidn celular de los receptores TLR, los receptores TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 y TLR6 se localizan en la membrana plasmatica, mientras que el TLR7, TLR8 y TLR9 se
localizan en los endosomas (Takeda K. et al., 2005, Akira S. et al., 2003).

De todos los TLR, el primero identificado en humanos y mejor caracterizado es el TLR4. Es
una proteina transmembrana que existe principalmente en los macréfagos, como las CK del
higado, y que juega un papel esencial en la respuesta inflamatoria (O'Neill L.A. et al., 2007).

El ligando especifico para el receptor TLR4, es el LPS, componente mayoritario de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. El TLR4 no reconoce directamente al LPS, sino
gue debe unirse a la proteina adaptadora MD-2 en su parte extracelular (Figura 3). EI LPS a su vez,
se une a la proteina de unién a LPS y a la proteina CD14 localizada en la superficie de los fagocitos.

La interaccion ligando-receptor provoca una dimerizaciéon del mismo y el inicio de la
cascada de sefializacion en el que intervienen varias proteinas adaptadoras. La via de sefializacidon
consiste, al menos, en dos rutas: via dependiente del MyD88, comun a todos los receptores TLR
excepto al TLR3 y la via independiente de MyD88, propia del TLR4 (Akira S. et al., 2003).

Tras la unién del ligando, el receptor dimeriza y se inicia la via dependiente del MyD88. El
receptor cambia su conformacion y facilita la unién de proteinas adaptadoras a través dominio
TIR: la proteina de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88 (MyD88) y la proteina
adaptadora que contiene el dominio TIR (TIRAP), también llamada Mal. La proteina MyD88 recluta
y activa a IRAK-4 (quinasa asociada a IL-1R) que fosforila a IRAK-1, necesario para formar un
complejo con el factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6 (TRAF6). La formacién
del complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que libera el complejo del
receptor. A continuacion este complejo interacciona en la membrana con la proteina unida a TAK
(TAB2) lo que provoca la liberacién de las proteinas IRAK y la formacién de un nuevo complejo

compuesto por TAB2, TAK1 (quinasa asociada a TGF-a), TAB1 y TRAF6 que se libera al citosol. La
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translocacion al citosol hace que TAK1 se active y provoque la activacion de las MAPK y de la
guinasa de IkB (IKK) que fosforila a IkB (inhibidor de NFkB), degradandose ésta y liberando a NFkB,
este pasa al nucleo e induce la expresidn de mediadores inflamatorios tales como la iNOS, la
ciclooxigenasa-2 (COX2) y citocinas inflamatorias (Takeda K. et al., 2005, Akira S. et al., 2003,
O'Neill L.A. et al., 2007).

En la via independiente de MyD88, la estimulacién con LPS provoca la interaccién del
receptor con dos proteinas adaptadoras, la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la
gue induce Interferon B (IFNB) y que contiene el dominio TIR (TRIF), produciéndose la activacién
del factor de transcripcion IRF-3 (factor regulador de interferén) que se fosforila y se transloca al
nucleo donde induce la produccién de IFNB. Este ultimo activa a las proteinas STAT (transductor
de sefial y activador de la transcripcidon) con la consiguiente activaciéon de genes inducibles por
interferén como IFNB, IRF-1, IP-10 o VCAM-1 (Akira S. et al., 2003, Toshchakov V. et al., 2002)

(Figura 3.).
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Figura 3. Via de sefializacion del TLR4. MD2: diferenciacion mieloide 2, TIRAP: proteina adaptadora que
contiene el dominio TIR; IRAK: quinasa asociada a IL-1R; TRAF: factor asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral, TAB: proteina unida a TAK, TAK: quinasa asociada a TGF-qa, IKK: quinasa de IkB, IkB:
inhibidor de NFkB, NFkB: factor nuclear kappa B, iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible, COX - ciclooxigenasa,
VCAM: molécula de adhesion celular vascular, IRF-1: factor regulatorio de interferén de tipo 1, IFN: interferon
beta, TRAM: molécula adaptadora relacionada con TRIF, IRF-3: factor de transcripcion regulatorio de

interferén, STAT: transductor de sefial y activador de la transcripcion, LPS: lipopolisacaridos.
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8.1 EL TLR4 Y LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA

Estudios previos sefialan la implicacion del TLR4 en el dafio hepatico en diversos modelos
experimentales de inflamacion (Gong Q. et al., 2010, Kang J.W. et al., 2011). La inhibicién de la
expresion del gen de TLR4 puede reducir la lesion hepatica en modelos experimentales de dafio
hepatico agudo (Zhai Y. et al., 2004). El tratamiento con E5564, un antagonista de TLR4, mejora la
tasa de supervivencia de ratas con fallo hepatico fulminante inducido por D-galactosamina y LPS
(Kitazawa T. et al., 2010).

Numerosos estudios han sefialado que la via de sefializacion del TLR4 es responsable del
dafio por I/R en higados no esteatdsicos sometidos a isquemia normotérmica (Zhai Y. et al., 2004,
Tsung A. et al., 2005, Shen X.D. et al., 2007, Zhai Y. et al., 2008, Jiang N. et al., 2011, Ellett J.D. et
al., 2011, Mandal P. et al., 2010) o trasplante hepatico (Shen X.D. et al., 2007, Shen X.D. et al,,
2011). Ademas, la interrupcién de la sefializacién de TLR4 tiene efectos beneficiosos sobre la
lesidon hepatica en higados esteatdsicos sometidos a I/R normotérmica.

Aunque la sefalizacion del TLR4 es relevante en la lesion por I/R hepdtica, existe cierta
controversia sobre cuales de las vias de sefalizacion (MyD88 y/o TRIF) es la activada tras la I/R
hepatica (Kang J.W. et al., 2011, Zhai Y. et al., 2004). Hasta la fecha, no se ha descrito cual es el

papel del TLR4 en injertos hepaticos esteatdsicos sometidos a PH bajo oclusidn vascular.

8.2 EL TLR4 Y LA REGENERACION HEPATICA

Los resultados sobre el papel de la via del TLR4 en la regeneracion hepatica han sido
motivo de controversia (Li X. et al., 2004, Yee S.B. et al., 2003). Los estudios, realizados en modelos
experimentales de CCL4 mostraron que la via TLR4/MyD88 era critico para la iniciacion de la
regeneraciéon del higado (Li X. et al.,, 2004) ya que ratones mutantes para el TLR4 no pudieron
restaurar su funcién normal hepatica (Su G.L. et al., 2004). Siguiendo con la misma linea, un fallo
en la regeneracidn hepatica se observo en ratones deficientes en MyD88 tras una PH sin oclusién
vascular. Este fendmeno se asocid con la disminucion en la expresion de genes implicados en la
replicacion de hepatocitos, en la expresion de STAT3 y en la produccion de TNF-a/IL-6 en CK. Por
otro lado, estudios posteriores en PH sin oclusiéon vascular indican que ratones deficientes en
MyD88 no expresaron fallo en la regeneracion hepatica (Campbell J. S. et al., 2006). Las diferencias
en la técnica quirdrgica y en las condiciones experimentales pueden ayudar a explicar, al menos
parcialmente, los diferentes hallazgos sobre el papel de la via del TLR4, especificamente la via

dependiente de MyD88 en la regeneracion hepatica (Yin S., Gao B., 2010). Se desconoce el papel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14673016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yee%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12520082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14673016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15259507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campbell%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16456013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20936107

Introduccion 22

de la via del TLR4 en la lesion y regeneracidn en higados esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos

a PH bajo oclusién vascular.

9. ELTEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo se encuentra compuesto por células especializadas, denominadas
adipocitos, que almacenan grandes cantidades de triacilgliceroles en forma de gotas de grasa que
ocupan casi totalmente la célula. Los adipocitos se encuentran ampliamente distribuidos en el
organismo y son metabdlicamente muy activos y responden rapidamente a estimulos hormonales
en coordinacion metabodlica con el higado, el musculo esquelético y el corazén.

Como otros tipos celulares, los adipocitos tienen un activo metabolismo glucolitico, utilizan
el ciclo del acido citrico para oxidar el piruvato y los acidos grasos y realizan la fosforilacién
oxidativa mitocondrial. En periodos de elevada ingesta de glucidos, el tejido adiposo puede
convertir la glucosa (a través de la formacion de piruvato y acetil-CoA) en acidos grasos, convertir
los acidos grasos en triglicéridos (TG) y almacenarlos como grandes glébulos de grasa, aunque en
los seres humanos la mayor parte de la sintesis de acidos grasos tiene lugar en los hepatocitos. Los
adipocitos también almacenan TG, que proceden del higado (transportados en la sangre en forma
de VLDL) y del tracto intestinal (transportados en los quilomicrones) (Nelson L., Cox M., 2006).

El tejido adiposo puede diferenciarse morfoldgica y funcionalmente en tejido adiposo
blanco y tejido adiposo marrdn, que difieren entre si, en cuanto a color, morfologia, distribucion,
genes y funcion (Guisado-Requena I.M. et al., 2009). El tejido adiposo blanco (TAB) es el tipo tejido
adiposo predominante en los seres humanos (Ahima R.S., Flier J.S., 2000) y se encuentra
distribuido en el organismo en tres distintas zonas: la subcutanea, la dermis y la intraperitoneal
(Hausman D. B. et al., 2001). Tiene una estructura intracelular uniforme, cada adipocito contiene
una gran gota central de TG (Subramanian V. et al, 2004). Ademas contiene fibroblastos, células
endoteliales, preadipocitos, y macréfagos (Blancas-Flores G. et al., 2010).

El TAB tiene las siguientes funciones: reservorio de energia, almacena acido grasos y los
libera a la circulacion para mantener adecuadas concentraciones sistémicas; sintetiza lipidos a
partir de excedentes de hidratos de carbono o proteinas; responde a estimulos hormonales y
nerviosos; y secreta sus propias hormonas, las llamadas adipocitoquinas (Trayhurn P., Beattie J.H.,
2001) (Figura 4). Recientemente se estd proponiendo al tejido adiposo como una fuente

importante de células madre adultas (Fernyhough M. E. et al, 2008).
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Al TAB actua como un drgano endocrino encargado de secretar diferentes adipocitoquinas
tales como citoquinas, hormonas y factores de crecimiento. Intervienen en la regulacion de la
homeostasis energética, sensibilidad insulinica, metabolismo de lipidos y carbohidratos (Havel P.
J., 2004) y regeneracion hepatica (Ezaki H. et al., 2009, Tsai C. Y et al., 2011) (Figura 4).

En resecciones hepaticas el higado no es capaz de mantener la homeostasis de la glucosa
debido a su tamano reducido, lo que conduce a una hipoglucemia considerable (Rao M.S., Reddy
J.K., 2000). En el inicio de la regeneracion del higado, los hepatocitos remanentes utilizan la B-
oxidacion de los acidos grasos en lugar de la glucosa como fuente de energia (Wang G. et al.,
2004). El higado en regeneracion desencadena vias de sefializacion con la finalidad de que los
acido grasos sean liberados del tejido adiposo periférico y captados por el higado, lo cual a su vez
puede promover lipogenesis hepatica y conduce a la rapida acumulacién intracelular de TG
(Newberry E.P. et al., 2008) (Figura 4).

Palmero E. et al. (1999) sefialaron que ratas sometidas a PH presentaban un aumento en la
actividad de la lipoproteina lipasa en el TAB y en el musculo esquelético. Estudios recientes han
demostrado por diferentes estrategias farmacoldgicas (como clofibrato, leptina, o propranolol) y
genéticas (basadas en alteraciones de la expresion del receptor de glucocorticoides) que la
inhibicidon de la regeneracidn hepatica tras una PH es debida a una disminucion de la acumulacién
de grasa hepatica (Srinivasan S.R. et al., 1990, Shteyer E. et al., 2004, Walldorf J. et al., 2010,
Shteyer E. et al., 2004). Estos resultados indicarian un papel indispensable de la esteatosis
hepatica transitoria en la regeneracién del higado tras una PH. Sin embargo, a pesar de que la
regeneracion del higado esta fisiolégicamente asociada con una esteatosis transitoria, existen
considerables evidencias de que la acumulacién de grasa en el higado es un factor que afecta

negativamente el proceso de regeneraciéon hepatica (Zhang B.H. et al., 1999).
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Figura 4. Funciones del tejido adiposo blanco (TAB) en la regeneracion

10. LAS ADIPOCITOQUINAS

El término “adipocitoquinas” (citoquinas del tejido adiposo) comprende a factores
polipeptidicos sintetizados mayoritariamente en el tejido adiposo. En los ultimos anos, las
investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como potenciales dianas terapéuticas en
distintas patologias relacionadas con la obesidad y el sindrome metabdlico. Las adipocitoquinas
regulan la esteatosis, inflamacion vy fibrosis (Marra F., Bertolani C., 2009). Estudios recientes han
implicado a las adipocitoquinas en la vulnerabilidad de los higados esteatdsicos a la lesién por I/R
normotérmica (Massip-Salcedo M. et al., 2008, Man K. et al., 2005, Casillas-Ramirez A. et al., 2011,
Elias-Miré6 M., 2012b). Tal y como se expondrd a continuacién, no existen estudios acerca del
papel de las adipocitoquinas tales como la adiponectina, visfatina y resistina en la lesién por I/R y
en la regeneracidon hepatica en condiciones de PH ni en los higados esteatdsicos ni en los no

esteatdsicos.

10.1 LA ADIPONECTINA
La adiponectina es una proteina que circula en el plasma como una estructura trimérica de
peso molecular bajo (LMW), estructura hexamérica de peso molecular medio (MMW) y polimérica
o de peso molecular alto (HMW), pero las actividades metabdlicas se relacionan principalmente
con la forma HMW que es la forma mas activa en el higado (Wang Y. et al., 2009, Whitehead J.P. et
al., 2006, Wang Y. et al., 2006).
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Los principales receptores de la adiponectina in vivo son AdipoR1l y AdipoR2 que
pertenecen a la familia de receptores que contienen dominios transmembrana. AdipoR1 se
expresa abundantemente en el musculo y esta estrechamente vinculado a la activacién de la via
de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) que regula la inhibicién de la gluconeogénesis
junto con una mayor oxidacién de acidos grasos. AdipoR2 se expresa en el musculo y en el higado,
y parece asociarse con la activacion del PPARa, la inhibicion de la inflamacién y del estrés
oxidativo (Yamauchi T. et al., 2007).

Se sabe que la adiponectina se sintetiza mayoritariamente en el tejido adiposo. Por otro
lado, existen controversias en relacidén a la sintesis de esta adipocitoquina en higado. Mientras
unos autores sefialan que la adiponectina es captada por los hepatocitos a partir de la circulacion
(Wang Y. et al., 2006, Neumeier M. et al., 2006), otros sugieren que el higado es capaz de

sintetizar tal adipocitoquina (Kaser S. et al., 2005).

10.1.1 EL PAPEL DE LA ADIPONECTINA EN LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION

La adiponectina se considera como un posible regulador de la esteatosis e inflamacion
hepatica asociada a diferentes desérdenes hepaticos (Schaffler A. et al., 2005, Polyzos S.A. et al.,
2010, Czaja M.J., 2004, Mandal P. et al., 2010, Marra F., Bertolani C., 2009, Schaffler A. et al., 2005,
Polyzos S.A. et al., 2010, Czaja M.J., 2004, Park P.H. et al., 2006, Xu A. et al., 2003). Debido a las
propiedades anti-obesidad y anti-inflamatorias de la adiponectina, el uso de esta adipocitoquina
podria ser un estrategia prometedora para el tratamiento de higados esteatdsicos sometidos a I/R.
Es bien conocido el papel de la infiltracion grasa y la inflamacidn en la vulnerabilidad de los
higados esteatdsicos frente a la lesion por I/R (Casillas-Ramirez A, et al., 2006b, Selzner M., Clavien
P.A., 2001, Massip-Salcedo M. et al., 2007). Sélo dos estudios han descrito un papel de la
adiponectina en los higados esteatdsicos sometidos a I/R (Massip-Salcedo M. et al., 2008, Man K.
et al., 2006). En el primero de tales estudios (Massip-Salcedo M. et al., 2008), se mostraron efectos
perjudiciales de la adiponectina en higados esteatdsicos sometidos a isquemia normotérmica. En
estas condiciones, los higados esteatdsicos mostraron niveles mayores de adiponectina (tanto de
MRNA como de proteina) al compararlos con los higados no esteatdsicos. El tratamiento con
silenciadores de adiponectina, redujo el estrés oxidativo y las lesiones hepaticas en los higados
esteatdsicos. En el mismo estudio, el precondicionamiento isquémico redujo la acumulacién de
adiponectina en los higados esteatdsicos y sus efectos negativos sobre el estrés oxidativo y el dafio

hepatico. En otro estudio, realizado en injertos hepaticos esteatdsico de tamafio reducido, se
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demostraron niveles séricos elevados de adiponectina posterior al trasplante (Man K. et al., 2006).
El tratamiento con adiponectina ejercié efectos anti-inflamatorios y mejord la microcirculaciéon
hepatica. Los efectos anti-inflamatorios de la adiponectina fueron mediados por la Akt y el NO
(Figura 5). Los efectos beneficiosos de la adiponectina han sido también demostrados en
trasplante con injerto esteatdsico de tamafio estandar (Jiménez-Castro M.B. et al., 2013). El papel
protector de la adiponectina fue descrito también descrito por Zhang C. et al. (2013) en higados de
ratas no esteatdsicos sometidos a I/R, donde la administracion de adiponectina redujo la
respuesta inflamatoria y la apoptosis de los hepatocitos, lo que estd relacionado con la capacidad

de la adiponectina para activar la via del AMPK/eNOS (Figura 5).

10.1.2 EL PAPEL DE LA ADIPONECTINA EN LA REGENERACION

La adiponectina juega un papel clave en el metabolismo lipidico, energético y en la
proliferacién celular los cuales son esenciales en la regeneracion hepatica (Michalopoulos G. K.,
DeFrances M.C., 1997). Shu R. Z. et al. (2009) sefalaron que se requiere adiponectina para la
progresion de la regeneracion hepatica. Estos autores demostraron que en ratones knock-out de
adiponectina, sometidos a PH del 70% se observd un fallo en la regeneracidon hepatica vy
alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos. Tales efectos fueron asociados a una
reduccion del STAT3 y a un aumento de la expresion génica del supresora de la sefializacion por
citocinas-3 (Socs3) (Figura 5). De la misma manera Ezaki H. et al. (2009) demuestran que ratones
knock-out de adiponectina, sometidos a PH del 70%, presentan un retardo en la regeneracion
hepatica debido a la reduccion en la expresion de la ciclina y disfunciones en la oxidacién de acidos
grasos. Ademas, la expresion del receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPARa) y
de la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1), una enzima importante para la oxidacién
mitocondrial del acido graso, estaba disminuida en estos animales, lo que sugiere que la ausencia
de esta adipocitoquina es responsable de las alteraciones en el metabolismo lipidico (Shu R.Z. et
al., 2009). Adicionalmente, Man K. et al. (2006) demostraron las propiedades anti-obesidad vy
regenerativas de la adiponectina en trasplantes con injertos esteatdsicos de tamano reducido,
sefialando que la adiponectina era capaz de regular la expresién de FAS y UCP2 y aumentar de los

niveles hepaticos de ATP (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la adiponectina sintetizada en el tejido adiposo sobre las vias de sefializacion

implicadas en la lesidon y la regeneracion hepatica. UPC: proteina mitocondrial desacoplante, FAS:
sintasa de acidos grasos, SREBPS: proteinas ligadoras de elementos reguladoras de esterol, GPAT: glicerol-
3-fosfato aciltransferasas, ACC: acetil-CoA carboxilasa, AMPK: proteina quinasa dependiente de AMP, Akt:
proteina serinal/treonina quinasa, Socs 3: supresora de la sefializacion por citocinas-3, CPT-1: carnitina
palmitoiltransferasa-1, NO: oxido nitrico, RLO: radicales libres de oxigeno.
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10.2 LA RESISTINA

La resistina es una hormona dimérica de 114 aminoacidos y de 12,5 kDa (Bokarewa M. et
al., 2005). La resistina recibe su nombre por su supuesto efecto en la induccién de resistencia a la
insulina en ratones (Kusminsky C.M. et al., 2005). Se ha encontrado en adipocitos, macrdofagos y en
otros tipos de células (Steppan C. M. et al., 2001). En roedores, se expresa casi exclusivamente en
los adipocitos (Kershaw E.E. et al., 2004, Steppan C. M., Lazar M.A., 2004), mientras que en los
seres humanos la expresion de resistina es dificilmente detectable en los adipocitos y se encuentra
principalmente en monocitos/macrofagos (Lehrke M. et al., 2004, Savage D.B. et al.,, 2001,
Steppan C.M., Lazar M.A., 2004). Estos diferentes patrones de expresion posiblemente se traducen
en diferentes propiedades bioldgicas de la resistina en roedores y seres humanos (Steppan C.M.,
Lazar M.A., 2004).

La resistina circula en sangre bajo dos formas distintas de ensamblaje: HMW y LMW, siendo
esta ultima la biolégicamente activa. Hasta el momento no se conocen con exactitud las posibles
funciones bioldgicas de la resistina. Se ha propuesto que la resistina podria jugar un papel en el
desarrollo de resistencia a la insulina, en la adipogénesis y en la inflamacidn, aunque existen
grandes divergencias entre los diferentes estudios. Estas discrepancias pueden deberse a la
metodologia empleada en su determinacidn, a diferencias en el comportamiento de la misma en
los distintos modelos animales empleados y a que pueda ser diferente su regulacién dependiendo
de si se trata de una situacion fisiolégica o de una patologia (Kusminsky C.M. et al., 2005, Steppan

C. M., Lazar M. A,, 2004).

10.2.1 EL PAPEL DE LA RESISTINA EN LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION

La resistina es capaz de inducir y de responder a los estimulos inflamatorios, incluyendo las
citoquinas, los mitogenos y las endotoxinas (Tarkowski A. et al., 2010). En pacientes sometidos a
cirugia cardiaca con bypass cardiopulmonar se ha identificado un aumento de la resistina, lo que
permite a los autores relacionar la ocurrencia de la lesion por I/R con el proceso inflamatorio. Se
encontrd que los altos niveles de resistina pueden ser considerados como factores predictivos de
mortalidad en pacientes con infarto agudo del miocardio (Liangos O. et al., 2010). La resistina
agrava significativamente la lesion inducida por I/R cardiaca en ratas a través del TNF-a, via NF-kB
(Rothwell S. E. et al., 2006) (Figura 6). La resistina protege frente a la apoptosis de los miocitos en

infarto de miocardio a través de la activacion de la via PI3K/Akt/PKCe/KATP (Figura 6). Ademas de
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lo anteriormente mencionado, los niveles circulantes de resistina se asociaron a un mayor riesgo
de incidencia de isquemia cerebral (Rajpathak S. N. et al., 2011) (Figura 6).

Se ha descrito que la resistina ejerce un efecto perjudicial en patologias hepaticas. Las
evidencias vinculan la resistina con la inflamacion hepatica, y sefialan que el higado puede
contribuir mas al aumento de los niveles de resistina en circulacion que el tejido adiposo (Marra F.,
Bertolani C., 2009). De hecho, niveles incrementados de resistina se han relacionado con la
severidad de la enfermedad en pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (Pagano C. et al.,
2006) y en pacientes con cirrosis (Bahr M.J., et al., 2006). En ratones, la administracion de la
resistina empeora significativamente la inflamacion y la lesion hepatica inducida por LPS (Beier J. I.

et al., 2008).

10.2.2 EL PAPEL DE LA RESISTINA EN LA REGENERACION

Hay pocos estudios sobre los efectos proliferativos de la resistina en las células. Se ha
mencionado que la resistina induce la proliferacién de células humanas adrticas del musculo liso a
través de las vias de sefializacion ERK1/2 y de PI3K/Akt (Calabro P. et al.,, 2004) (Figura 6).
Siguiendo con la misma linea, la resistina induce la proliferaciéon y la migracién de células
endoteliales humanas y promueve la formacién de capilares, incrementa la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR) y de las metaloproteinasa de matriz, y activa las vias ERK
1/2 y p38 (Jung H. S. et al., 2006, Burnett M. S. et al., 2005) (Figura 6). Por lo tanto, la resistina
puede desempefiar un papel importante en los trastornos vasculares asociadas con la
angiogénesis. La participacion de la resistina en los efectos inducidos por la adiponectina sobre la
lesidn hepatica, la supervivencia y la proliferacion celular en el trasplante de higados esteatdsicos
en ratas ha sido identificado por Jiménez-Castro M. et al. (2013) (Figura 6). En tal estudio, la
resistina aumento la expresion de la via PI3K/Akt, la cual juega un papel crucial en la supervivencia
celular (Liu C. M. et al., 2013, Casillas-Ramirez A. et al., 2006b) (Figura 6). Se desconoce si tales

efectos podrian ser extrapolados a condiciones quirurgicas de PH bajo oclusion vascular.
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Figura 6. Efecto de la resistina en diferentes patologias. NFkB: Factor nuclear kappa 8, PI3K/Akt: fosfatidil
inositol 3 quinasa/ proteina serina/treonina quinasa, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, MMP:
metaloproteasa de la matriz, ERK1/2: quinasa regulada por sefales extracelulares, p38: proteina quinasa
activada por mitégenos.

10.3 LA VISFATINA

La visfatina denominada inicialmente como nicotinamida fosforribosil transferasa (Nampt),
es una proteina de 52 kDa, sintetizada por células de la médula dsea, del higado, del musculo y
linfocitos. Inicialmente se le identificd como un factor estimulante de las colonias de células pre-B
(PBEF) que inhibe la apoptosis de los neutrdfilos activados y aumenta la maduracién de
precursores de células B en presencia de IL-7. Posteriormente, Nampt/PBEF fue reconocida como
una citoquina liberada por el tejido adiposo y se le dio el nombre de visfatina. La fuente principal
de la visfatina son los macréfagos infiltrados en el tejido adiposo visceral, en respuesta a un
proceso inflamatorio (Revollo J. et al., 2007, Fukuhara A. et al., 2005).

La visfatina extracelular ha sido identificada como una adipocitoquina preferentemente
liberada por la grasa visceral (Fukuhara A. et al., 2005). Mientras que los niveles circulantes de
visfatina han sido reportados en pacientes afectados por trastornos metabdlicos, como la diabetes
mellitus, la obesidad o el sindrome metabdlico (Chen M. P. et al., 2006, Filippatos T. D. et al.,
2007), la relevancia fisiopatoldgica de la visfatina sigue siendo poco conocida. El aumento de los
niveles circulantes de visfatina se ha asociado con el aumento de los niveles plasmaticos de

marcadores inflamatorios (Chen M. P. et al., 2006), con el dafio vascular y la disfunciéon endotelial
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(Takebayashi K. et al.,, 2007, Yilmaz M. I|. et al.,, 2009) (Figura 7). Lee W.. et al. (2009),
demostraron que la visfatina extracelular estimula la sintesis de varias citoquinas pro-inflamatorias
en las células endoteliales humanas a través de la activacién de NF-kB. Recientemente se
demostrd la existencia de una correlacion entre los niveles circulantes de visfatina y la lesidon
hepatica. En este sentido, los niveles circulantes de visfatina se han considerado como factores
prondstico de una inflamacién hepatica portal en los pacientes con hepatopatia grasa no
alcohdlica (Aller R. et al., 2009).

Varios afios después de su descubrimiento, se demostré que la visfatina tenia a nivel
intracelular una funcién enzimatica responsable de catalizar el paso limitante en la biosintesis de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), al participar en la conversion de nicotinamida a
nicotinamida mononucledtido (NMN). El NAD es una coenzima que juega un papel clave en las vias
energéticas celulares y en las reacciones de oxido-reduccidon. Estudios recientes han demostrado
qgue NAD estd implicado en procesos tan diversos como reacciones inmunoldgicas, procesos
inflamatorios, funciones biolédgicas y en el desarrollo del cadncer. La visfatina intervine en la
regulaciéon del metabolismo energético celular al poder regular los niveles celulares de NAD

(Rongvaux A. et al., 2002).

10.3.1 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION

La visfatina ha sido capaz de activar la iNOS en cultivo de células musculares lisas de la aorta
humana. La induccién de iNOS fue paralela a la activacion de NF-kB, y de quinasas reguladas por
sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2) (Romacho T. et al., 2009). Se desconocen los mecanismos por
los cuales la visfatina puede ejercer sus efectos. La inhibicion enzimatica de la visfatina con
APO866 en células inflamatorias peritoneales de raton y en células dendriticas y monocitos
humanos redujo el contenido de NAD intracelular y la sintesis de citoquinas inflamatorias (Busso
N. et al., 2008). Los citados estudios sefialan que la visfatina estd implicada tanto en el
metabolismo del NAD como en la respuesta inflamatoria. Otros estudios han propuesto que los
efectos de la visfatina en monocitos y la activacion de las células endoteliales pueden estar
mediados por un receptor aun no identificado. Las controversias acerca del papel de la visfatina
guedan evidenciadas por estudios que indican que niveles elevados de visfatina en obesidad
tienen efectos hepatoprotectores (Jarrar M. H. et al., 2008), o incluso no se encuentran asociados

con la inflamacion (Gonzalez-Gay M. A. et al., 2010).
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La hipoxia, mediada por HIF1la, aumenta la expresion de visfatina en adipocitos y en células
tumorales (Bae S. K. et al., 2006, Segawa K. et al., 2006). Montecucco et al. (2013), demostraron
gue el inhibicién de la visfatina con APO866, reduce la lesion, la infiltracion de neutrdfilos, y la
generaciéon de RLO en ratones sometidos a I/R cardiaca. La visfatina estad implicada en la reaccion
inflamatoria en isquemia cerebral (Yin C. G. et al., 2013) y en el trasplante renal (Yilmaz M.I. et al.,
2009) (Figura 7). El tratamiento con FK866, un inhibidor de la visfatina, inhibié la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, la activacion de NF-kB, y mejord la supervivencia en modelos
experimentales de I/R intestinal (Matsuda A. et al., 2014) (Figura 7). No existen estudios en la

literatura sobre el papel de la visfatina en la lesion inducida por la I/R hepatica.

10.3.2 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN LA REGENERACION
Se han descrito diferentes efectos de la visfatina en relacidn a la regeneracién en funcion del
tipo celular. La visfatina aumenta la proliferacién celular y la diferenciacion de las células B
(Rongvaux A. et al., 2002). Por otro lado, también se ha descrito el papel inhibitorio de la visfatina
en tejidos periodontales (Nokhbehsaim M. et al., 2013). No existen datos en la literatura sobre el

efecto de la visfatina en regeneracion hepatica en condiciones de PH bajo oclusién vascular.
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10.3.3 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN LA HOMEOSTASIS DE LOS LiPIDOS

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las acciones de la visfatina pueden explicarse
por su actividad en la biosintesis del NAD. Este cofactor interviene en el metabolismo lipidico
(metabolismo catabdlico y oxidacion de los acidos grasos y sintesis de los acidos grasos) y en el
estado redox mitocondrial (Figura 8). La asociacion de la visfatina con TG, colesterol, enzimas
hepaticas y los marcadores pro-inflamatorios sugieren una implicacion de tal adipocitoquina en la
dislipidemia, en la enfermedad del higado graso y en la inflamacidn crdénica asociada a la obesidad
(Catalan V. et al., 2011). Estudios recientes en humanos han demostrado que la visfatina puede
estar conectada con el metabolismo lipidico a través de la biosintesis del NAD dada su actividad
enzimatica. Se ha demostrado que el acido nicotinico aumenta el colesterol-HDL y también reduce
las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LDL) en humanos con enfermedades coronarias (Chapman
M.J. et al., 2004). EI metabolismo del NAD esta relacionado con la lipogénesis (Bowlby S.C. et al.,
2012) y se sabe que el aumento de visfatina es capaz de estimular la expresion de la FAS en los
adipocitos diferenciados (Yang C.C. et al., 2010). Bowlby S. C. et al. (2012) sugirieron que el
blogueo de la visfatina podria servir como una nueva estrategia terapéutica para inhibir la sintesis
de acidos grasos e inducir la muerte de las células tumorales. Tao R. et al. (2011) sefialaron que la
visfatina puede jugar un papel critico en el metabolismo hepatico de los lipidos. Esta hipdtesis se
apoya en los datos que muestran que la sobre-expresidon de la visfatina reduce la lipogénesis y
aumenta la oxidacidn de dacidos grasos en hepatocitos primarios. Por lo tanto, se requiere el
mantenimiento de la concentracion de NAD para que ocurra la oxidacidon mitocondrial de acidos
grasos (Hwang J.H. et al., 2009, Puigserver P. et al., 2003). El aumento transitorio del nivel de NAD
acompafiado de la disminucién de los niveles de nicotidamina adenina dinucledtido reducido
(NADH) en el citosol, provoca la fosforilacién oxidativa mitocondrial y a largo plazo, la induccién
del aumento de la relacion NAD/NADH (Hwang J.H. et al., 2009). Se ha demostrado que el
aumento de la expresidn de la visfatina induce inflamacién en el tejido adiposo, lo cual estimula la
lipdlisis, la liberacion de acidos grasos a la circulacion y su posterior recaptacion por el higado

(ChangY.C. et al., 2010)
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Figura 8. Participacion del NAD en las diferentes vias del metabolismo lipidico. CPT2, MCAD y FgF21
(reguladores claves del metabolismo catabdlico y oxidacion de los acidos grasos mitocondriales); SCD1 y
el FAS (reguladores claves de la sintesis de acidos grasos). COX1, COX4, GPX1 y SOD2 (funcion
mitocondrial y estado redox). VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, LDL: lipoproteinas de alta

densidad, HDL: lipoproteinas de alta densidad, FAS: sintasa de acidos grasos, SCD-1: estearoil CoA
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desaturasa 1, CPT-2: carnitina palmitoiltransferasa-2, MCAD: acil-CoA deshidrogenasa de cadena media,
NAD: nicotinamida adenina dinucleétido, NADH2: Nicotidamina adenina dinucleétido reducido, FGF21:
factor de crecimiento de fibroblastos 21, Cyt c: citocromo ¢, GPX: glutatiéon peroxidasa, SOD2: superdxido

dismutasa 2, ATP: adenosina trifosfato, 1: complejo 1, 2: complejo 2, 3: complejo 3, 4: complejo 4.

10.3.4 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN EL CATABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS

La principal via para la formacién de amonio (NH4") es a través del catabolismo de los
aminoacidos (Figura 9), por lo general en el higado. La mayoria de los L-aminoacidos son primero
transaminados para formar glutamato. El glutamato es entonces desaminado para formar NH4+y
a-cetoglutarato. Este Gltimo es catalizado por la glutamato deshidrogenasa (GDH) (Wright P.A.,
1995), la cual utiliza NAD o NADP como co-factor (Stanley C.A., 2004) (Figura 9). Cambios en la
tasa [NAD+]/[NADH] mitocondrial en higado afecta las concentraciones de NH4" (Veech R. L. et al.,
1973). El ciclo de la urea es el principal mecanismo de detoxificacién del NH4", que se lleva a cabo
en el higado y su producto final es la urea, un compuesto neutro que se transporta desde la
sangre hacia los riflones para excretarse a la orina (Jiménez-Pérez M. et al., 2013). El ciclo de la
urea se ha considerado una importante via para la eliminacién del bicarbonato generado
metabdlicamente, y en la homeostasis del pH hepatico (Hallemeesch M.M. et al., 2003). La
hiperamonemia es la acumulacién de NH4" en la sangre que resulta de un desequilibrio entre su
produccion y su eliminacion (Jiménez-Pérez M. et al., 2013). En el higado, la actividad elevada de
GDH puede llevar a hiperamonemia (Stanley C.A., 2004). Los niveles de NH4" elevados alteran la
funcidon mitocondrial (Kosenko E. et al., 1997a), lo que puede conducir a una disminucion de la
sintesis de ATP y también a una mayor formacion de RLO (Kosenko E. et al., 1997b).

Los principales efectos téxicos del NH4" implican cambios en el pH celular y en la reduccién
de ciertos intermediarios del ciclo del acido citrico, en particular a-cetoglutarato. Estudios in vivo e
in vitro han demostrado que el exceso de NH4" induce la sintesis de NO, que se traduce en estrés
oxidativo y dafio hepatico (Kosenko E. et al., 2000; Schliess F. et al., 2002). La arginina es un
intermediario en el ciclo de la urea en el higado (Luiking Y.C. et al., 2012) y esta implicada en el
ciclo de la urea y en la formacion de NO mediante la NOS (Marletta M.A. et al., 1994, Wu G. et al.,
1998) (Figura 9).
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11. EL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LiPIDOS SOBRE LA LESION Y LA REGENERACION
HEPATICA

Los lipidos pueden ser una fuente de energia para la regeneracién de higado. Se sabe que
algunos pacientes que sufren enfermedades hepaticas severas muestran mala digestion vy
malaabsorcién de lipidos. En tales casos, estd contraindicada la administracidn de lipidos por ruta
enteral. Sin embargo, muchos estudios han demostrado que los lipidos son bien tolerados, incluso
en pacientes cirrdticos, cuando son administrados via parenteral (Nagayama M. et al.,, 1989;
Miller M. J. et al., 1992). La hipdtesis de que los lipidos administrados por via parenteral pueden
ser un sustrato 6ptimo para la regeneracién del higado se ha confirmado previamente en PH sin
I/R. El efecto proliferativo de los lipidos administrados parenteralmente también se ha observado
en ratas tratadas con CCL4 (Holecek M. et al., 1999). No existen datos sobre los efectos de la
administracion de lipidos en modelos de PH con I/R (cirugia normalmente utilizada en la practica
clinica) y en presencia de esteatosis.
Los lipidos no son sdlo fuente de energia. Se sabe que los acidos grasos activan la via del TLR4, la
cual induce alteraciones en mediadores que promueven la regeneracion tras la PH (Shi H. et al.,
2006, Suganami T. et al., 2007, Sachithanandan N. et al., 2007, Campbell J. S. et al., 2006). A parte
de influenciar la via del TLR4, los acidos grasos modifican la via de los esfingolipidos. De hecho, los
esfingolipidos, especificamente las ceramidas (CER) y la la esfingosina-1 fosfato (S1P) juegan un
papel importante en la muerte celular y en la proliferacién. La hidrélisis de la esfingomielina
mediante enzimas como la esfingomielinasas (SMases) libera la ceramida (CER) (Zabielski P. et al.,
2010) (Figura 10). Las CERs inhiben el crecimiento celular e inducen la apoptosis en diversos tipos
celulares (Zabielski P. et al., 2008). Una posterior degradacion de la CER por ceramidasas (CDases)
libera la esfingosina, que puede ser fosforilada por la enzima esfingosina quinasa (SPHK) para
producir la S1P. La esfingosina y la S1P influencian la homeostasis de calcio intracelular y regulan la
proliferacién de los hepatocitos (Zabielski P. et al., 2008).

En un modelo de PH sin I/R, la PH estimula la via de los esfingolipidos en el higado de rata 'y
aumenta la produccion de los esfingolipidos pro-mitotico, como la S1P. La CER puede
desencadenar la muerte de los hepatocitos a través de la activacidn de la caspasa-3, la alteracién
de la funcidon mitocondrial y la estimulacién de la produccion de RLO. La CER induce un aumento
en el contenido de RLO y la liberacion de citocromo C de la mitocondria y desencadena la muerte
celular programada (Zabielski P. et al., 2008). Zabielski P. et al. (2008) ha demostrado que dietas

ricas en grasas y acidos grasos insaturados regulan la via de los esfingolipidos. La sintesis de S1P
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inducida por una dieta rica en acidos grasos reduce la lesidon y aumenta la regeneracién hepatica
(zabielski P et al., 2010). Las CERs, las cuales inducen lesién y fallo en la regeneracién, pueden
acumularse también en respuesta a una dieta rica en acidos grasos o administracion de glucosa
(Véret J. et al., 2011, Blachnio-Zabielska A. et al., 2010). indices elevados de S1P/CER disminuyen
la susceptibilidad de los hepatocitos a factores pro-apoptoéticos tales como los RLO o las citoquinas
pro-inflamatorias, y estimula la proliferacion (Zabielski P. et al., 2010). Se desconoce el efecto de la

PH bajo I/R sobre la via de los esfingolipidos en higados esteatdsicos y no esteatdsicos.
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Figura 10. Sintesis y transporte de los esfingolipidos en la célula. REL: reticulo endoplasmatico liso, CG:

aparato de Golgi, SMases: esfingomielinasas, CDases: ceramidasas, SPHK: esfingosina quinasa, MP:
Membrana plasmatica, S-1-P: esfingosina-1-fosfato.
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12. EL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE GLUCOSA EN LA LESION Y REGENERACION
HEPATICA

El glucégeno es esencial para mantener la integridad y la funcién hepatocelular ya que
suministra glucosa para la generacion de ATP (Klover P.J., Mooney R.A., 2004, Caraceni P. et al.,
1999). Se sabe que la glucélisis anaerdbica hepatocelular es la fuente primordial de ATP, gracias a
la cual se mantiene la integridad y la funcién hepatocelular durante la isquemia hepatica. Por tal
motivo, la falta de ATP hepatocelular es un determinante fundamental en la patogénesis de dafio
por isquemia hepatica. Una vez agotada la glucosa hepatocelular, los niveles de ATP disminuyen
rapidamente, desencadenando edema y necrosis hepatocelular (Tang L. et al., 2007). Selzner M. et
al. (2007) demostré que los higados afosos (procedentes de animales con edad avanzada) son
mas vulnerables a las disfunciones mitocondriales y alteraciones en el metabolismo energético
asociadas a la I/R. Se ha observado que la administracién de glucosa protege frente a tales
disfunciones. Resultados similares se obtuvieron en humanos, tras la administracion de una alta
concentracion de glucosa 24 horas antes de la intervencidn quirurgica (Tang L. et al., 2007).

La glucosa se utiliza a menudo como una fuente de energia para los pacientes con trastorno
hepatico grave, aunque se desconoce la efectividad de la glucosa como fuente de energia después
de un dafio hepatico severo (Chanda S. et al., 1995). En el afio 1972, Weinbren K. y Dowling F.
demostraron que la administracion de glucosa aumenta la mitosis después de la intervencién
quirdrgica en un modelo de PH del 82%. Caruana J.A. et al. (1986) indicaron que la ingesta de
glucosa aumento la supervivencia y la regeneracion después de una PH del 90%. Sin embargo, los
efectos beneficiosos de la glucosa no se observaron en un modelo de PH del 70%, ya que inhibid la
regeneraciéon hepatica (Chanda S. et al., 1995). Estudios recientes mostraron que la glucosa
disminuye la tasa de sintesis de DNA durante la fase S del ciclo celular y disminuye la mitosis en
ratas con PH (Zabielski P. et al., 2010). La inhibicion de la regeneracién inducida por la glucosa se
ha explicado por un aumento en la expresién de factores que reducen la mitosis (C/EBPa, p21, and
p27) y una reducion en la expresion de factores indutores de mitosis (FoxM1) (Weymann A. et al.,
2009). También se sabe que la glucosa puede evitar la B-oxidacidn de los acidos grasos (Nolan C.J.
et al., 2006) (Holecek M., Simek J., 1988) e influenciar negativamente en la movilizacion de acidos

grasos libre del tejido adiposo (Baker N. et al., 1968) (Figura 11).
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C/EBPa, p21, p27

4
|

@ Acido graso libre (FFA)

Figura 11. Efecto de glucosa sobre la regeneracidon hepatica. TAB: tejido adiposo blanco, ATP:

trifosfato de adenosina
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La esteatosis hepdtica es un factor de riesgo en PH bajo I/R, situacidon quirdrgica
normalmente aplicada en la practica clinica para reducir el sangrado asociado a las resecciones
hepaticas. Teniendo en cuenta tal problematica clinica, los objetivos planteados en la presente

tesis son los siguientes:

ESTUDIO 1.

- Investigar el efecto de una suplementacion lipidica o glucidica sobre la lesién y fallo en la
regeneracion de higados esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a PH bajo I/R.

- Evaluar el efecto de la administracion de los lipidos y de la glucosa sobre el contenido de ATP
hepatico y la relevancia de tejido adiposo sistémico como fuente de energia para la
regeneracion de ambos tipos de higados sometidos a cirugia.

- Analizar los niveles de S1P y CER en higados sometidos a PH bajo I/R y tratados con lipidos o
glucosa. Se evaluard ademads la posible implicacion de la via TLR4 en los efectos de la

suplementacidn lipidica en la lesidn y regeneracion hepatica.

ESTUDIO 2.
- Determinar la generacién de resistina y de visfatina en higados esteatdsicos y no esteatdsicos
sometidos a PH bajo I/R.
- Investigar el papel del tejido adiposo como fuente de tales adipocitoquinas en condiciones de
PH bajo I/R.
- Investigar si la modulacién de la resistina y/o de la visfatina podria proteger los higados
esteatdsicos y no esteatdsicos frente a la lesion y fallo en la regeneraciéon tras la cirugia

hepatica.
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1. Modelo experimental de hepatectomia parcial con oclusion vascular

1.1 Animales experimentacion

En los estudios de esta tesis se utilizaron ratas macho de la cepa Zucker (Iffa-Credo, L’
Abresle, France) mantenidas en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Barcelona, como minimo durante una semana antes de llevar a cabo la intervencién quirdrgica.
Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes, temperatura 21-222C, humedad relativa
del 70% y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Todos los estudios se realizaron de acuerdo con las
normas regulatorias de la Unién Europea para modelos de experimentacién animal (Directiva
86/609/ECC).

Para los diversos experimentos se utilizaron ratas Zucker macho homocigotas (Ob) (400-450
g) y heterocigotos (Ln) (350-400 g). Los animales se alimentaron ad-libitum con una dieta con 12%
de grasa, un 28% de proteinas y un 60% de hidratos de carbono (5001 rodent diet; PMI Inc.,
Brentwood, MO, USA). Las ratas Zucker presentan dos fenotipos diferentes: las ratas Zucker
homocigotas fa/fa de fenotipo obeso (Ob), carecen de receptores cerebrales de leptina y
desarrollan obesidad a las 8 semanas de edad debido al aumento de la ingestion de comida y a la
disminucion del gasto energético; y las ratas Zucker heterocigotas fa/-, que tienen receptores
cerebrales de leptina y mantienen un fenotipo delgado a lo largo de toda la vida (Ln) (Bray G.A.,
1977). También se utilizaron ratas macho Wistar (200-220 g) que fueron alimentadas con dieta
deficiente en colina por 10 dias (Vendemiale G. et al., 2001). Con respecto al modelo de esteatosis
inducida por dieta deficiente en colina, el tipo de dieta fue la siguiente: 90 g/kg harina de
cacahuete sin alcohol, 80 g/kg proteina de soja (baja en colina), 2 g/kg L-Cisteina, 10 g/kg fibra de
celulosa, 100 g/kg almiddn de maiz, 100 g/kg dextrina, 413 g/kg sacarosa, 10 g/kg caseina libre de
vitamina, 35 g/kg sales, 100 g/kg primex (aceite vegetal hidrogenado), 10 g/kg mezcla de vitamina
y 50 g/kg aceite de maiz.

Los animales Ob Zucker y Ob Wistar presentaron infiltracién de grasa macro y microvesicular
(esteatosis 60 — 70%) en los hepatocitos. Por el contrario, los animales Ln no mostraron evidencias

de esteatosis.
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1.2 Anestesia

La cirugia se realizd bajo anestesia inhalatoria (Fluorane Abbot Laboratories, Madrid). La
induccidon se hizo con isofluorano al 4% vy con un flujo de oxigeno de 2,5 a 3 I/min. El
mantenimiento de la anestesia en los animales consistioé en la inhalacién de isofluorano al 1,5 - 2%

y flujo de oxigeno de 1-1,5 I/min.

1.3 Procedimiento quirurgico

La hepatectomia parcial (PH) del 70% bajo oclusién vascular de 60 minutos se realizé en base

al modelo descrito por Selzner M. et al. (1999).

Una vez inducida la anestesia en la rata, se rasuré el abdomen, se colocd en posicidn
decubito supino sobre la mesa de operacion y se inmovilizd. Previo lavado del abdomen con
povidona iodada, se realizéd una incisién en la linea media umbilical de aproximadamente 5
centimetros partiendo del apéndice xifoides. A continuacién se seccionaron los ligamentos

hepaticos y se apartaron las visceras para mejorar la visibilidad (Figura 12A).

Primeramente se pinzo el l6bulo derecho — triangular con una Statinsky para facilitar el
aislamiento de la triada portal (Figura 12B). A continuacién, se puso un clamp microvascular
durante 60 minutos en la ramificacion portal que abastece el I6bulo medio (30%) e izquierdo. La
congestién intestinal se evitd durante el periodo de isquemia con la preservacion del flujo portal
en los lébulos caudados y derecho. El I6bulo izquierdo se ligd con seda 2/0 y se resecciond.

Seguidamente se ligd con seda 4/0 el I6bulo derecho triangular y se reseccioné (Figura 12C).

Transcurridos 60 minutos de isquemia, se ligaron los l6bulos caudados y derecho con seda
2/0 y se extirparon, permaneciendo sélo el I6bulo medio, que representa un 30% del higado total.
La reperfusion del l6bulo medio se inicid tras la liberacién del clamp vascular. Para finalizar la

intervencion se cerré el animal con sutura continua de la capa muscular y la piel con seda 2/0.
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Figura 12: Hepatectomia parcial con oclusién vascular. A) Lobulos hepaticos; B) Lébulo

triangular clampado; C) Oclusién vascular y extirpaciéon de los I6bulos izquierdo y triangular.

2. Diseio experimental

2.1 Disefio experimental del primero estudio (Figura 13)

Protocolo 1: Efectos de la administracion de glucosa y lipidos sobre el dafio hepatico y la
regeneracion en higados estatodsicos y no esteatdsicos a las 12, 24 y 48 h después de la realizacion
del procedimiento quirdrgico tanto en modelos experimentales de obesidad genética como

nutricional.

Los animales Ob y Ln se sometieron a PH bajo oclusidn vascular y recibieron cantidades
isoenergéticas de lipidos y glucosa por via intravenosa. Los grupos que se realizaron son los

siguientes:

1) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incision en la linea media umbilical y
diseccidn de los vasos del hilio hepatico.

2) Hepatectomia parcial + isquemia (PH+I/R): los animales se sometieron a hepatectomia
parcial del 70% bajo oclusion vascular (isquemia) de 60 minutos, siguiendo la técnica de
Selzner M. et al. (1999).

3) PH+I/R + Glucosa: igual que el grupo 2, pero con la administracién intravenosa de 5 ml de
solucion de glucosa (28%, energia corresponde a 4,6 MJ/1000 ml, Sigma Aldrich, Espaiia)
administrada inmediatamente después de la cirugia, durante 4 horas (Holecek M., Simek J.,
1988).

4) PH+I/R + Lipidos: igual que el grupo 2, pero con la administracién de 5 ml de solucién
lipidica (10% Intralipid: 4,6 MJ/1000 ml, Fresenius Kabi, Espafia) inmediatamente después
de la cirugia durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988). La emulsion se compone de 52%

de acido linoleico, 22% dacido oleico, 13% dacido palmitico, 8% dacido linolénico y 4% dacido
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5) estearico, 1% de otros acidos grasos, 8,184 g/| de fosfolipidos de huevo y 15 g/l glicerina
(Holecek M., Simek J., 1988, Goetze O. et al., 2007, Eldor J., Kotlovker V., 2012).

La lesidon hepatica (transaminasas y necrosis hepatica) y la regeneracion hepatica (indice
mitdtico, porcentaje de hepatocitos Bromodesoxiuridina (BrdU)-positivos y Ki-67 positivos, HGF,
TGF-B, nivel de ciclina E y ciclina A) se determinaron a las 12, 24 y 48 horas después de la cirugia
hepatica. Para el estudio de supervivencia, las ratas Ln y Ob se sometieron a intervenciones
similares a las descritas en los grupos 2-4 (protocolo 1). Se monitorizé la durante 14 dias tras la

cirugia hepatica (Jiménez-Castro M.B et al., 2012).

Protocolo 2: Mecanismos de proteccion de la glucosa y de los lipidos en los higados esteatdsicos y

no esteatdsicos a las 24 horas después de realizar la PH bajo la oclusion vascular.

Los efectos de la glucosa y de los lipidos exdgenos sobre el ATP y la via del TLR-4 (MyD88 y
TRIF) y la sefalizacion inflamatoria (TNF-a, IL-18, MCP-1, NF-kB y IL-6) se analizaron en los grupos
correspondientes al protocolo 1 a las 24 horas después de la cirugia hepatica. Se determinaron
ademas los esfingolipidos (S1P y CER), TG, lipoproteinas de alta densidad (LDL), lipoproteina de
muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), acidos grasos libres (FFA),

colesterol total y fosfolipidos.

Protocolo 3: Papel del tejido adiposo en la regeneracion de los higados esteatdsicos y no-

esteatdsicos a las 24 horas después de la cirugia hepatica.

6) Sham + lipectomia del tejido adiposo blanco (Sham + LPT): igual que el grupo 1, pero el
tejido adiposo mesentérico, perirenal y retroperitoneal y epididimal fue reseccionado vy
extraido (Hausman D.B et al., 2004, Shi H. et al., 2007).

7) PH+I/R + lipectomia del tejido adiposo (PH+I/R+LPT): igual que el grupo 2, pero el tejido
adiposo mesentérico, perirenal, retroperitoneal y epididimal fue reseccionado y extraido
antes de iniciar la PH+I/R (Hausman D.B. et al., 2004, Shi H. et al., 2007).

8) PH+I/R + LPT + Glucosa: igual que el grupo 6, pero con la administracion intravenosa de 5
ml de solucién de glucosa (28%, energia correspondiente a 4,6 MJ/1000 ml, Sigma Aldrich,
Spain) inmediatamente después de la cirugia, durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988).

9) PH+I/R + LPT + Lipidos: igual que el grupo 6, pero con la administracién de 5 ml de solucion

lipidica (10% Intralipid: 4,6 MJ/1000 ml, Fresenius Kabi, Spain) inmediatamente después de
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la cirugia, durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988, Goetze O. et al., 2007, Eldor J.,
Kotlovker V., 2012).

La lesidon hepatica (transaminasas y necrosis hepatica) y regeneracion hepatica (porcentaje
de hepatocitos BrdU-positivos y Ki-67 positivos, HGF, TGF-B), el nivel de ATP y de adiponectina se
determinaron a las 24 horas después del procedimiento quirdrgico. La dosis y el tiempo de pre-
tratamiento de los diferentes farmacos usados se seleccionaron a partir de investigaciones previas
realizadas en higados no esteatdsicos sometidos a PH sin oclusién vascular (Holecek M., Simek J.,
1988, Simek J. et al., 1965) y estudios preliminares de nuestro grupo. El tipo de higado utilizado en
cada uno de los grupos experimentales de los diferentes protocolos, asi como el nimero de
animales, se especifica en los pies de figura que se encuentran incluidas en la seccidon de

resultados.
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PROTOCOLO 1 - Efectos de la administracion de glucosa y lipidos sobre el dafio hepético y la regeneracion
de los higados esteatdsicos y no esteatdsicos a las 12, 24 y 48 h después de la realizacion del

procedimiento guirdrgico en modelos experimentales de la obesidad genética o nutricional.

Sham (ObiLn}

* Lesién hepdtica - transaminasas y
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gl ey [y P
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Figura 13. Intervenciones y determinaciones del estudio 1.



Materiales y Métodos 52

2.2 Disefio experimental del segundo estudio (Figura 14)

Protocolo 1: La resistina y la visfatina en el higado esteatdsico y no esteatdsico de ratas Zucker

sometidas a PH+I/R.

1) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incisién en la linea media umbilical y
diseccion de los vasos del hilio hepatico.

2) PH+I/R: los animales se sometieron a PH del 70% bajo oclusién vascular (isquemia) de 60
minutos, siguiendo la técnica de Selzner M, et al., 1999.

3) PH+I/R + anti-resistina: igual que el grupo 2, pero con la administracion intravenosa de un
anticuerpo anti-resistina (1mg/Kg, Merck Millipore, USA) 30 minutos antes del
procedimiento quirurgico (Steppan C. M. et al., 2001).

4) PH+I/R + anti-visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administracion intravenosa del
anticuerpo anti-visfatina (500 pg/Kg, Adipogen inc., Korea) 30 minutos antes del
procedimiento quirurgico (Hong S. B. et al., 2008).

5) PH+I/R + anti-resistina + anti-visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administracion
intravenosa de los anticuerpos anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001) y anti-visfatina
(Hong S. B. et al., 2008).

6) PH+I/R + resistina: igual que el grupo 2, pero con la administracion intravenosa de resistina
recombinante (100 pg/Kg, PeproTech Inc., USA) 10 minutos antes del procedimiento
quirdrgico (Li Y. et al., 2007).

7) PH+I/R + visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administracidn intravenosa de visfatina
recombinante (50 pg/Kg, Enzo LifeScience, Switzerland) 10 minutos antes del
procedimiento quirurgico (Park B.S. et al., 2011).

8) PH+I/R + lipectomia del tejido adiposo (PH+I/R+LPT): igual que el grupo 2, pero se elimind
el tejido adiposo mesentérico, perirenal, retroperitoneal y epididimal (Hausman D. B. et al.,
2004) antes de iniciar la PH+I/R.

9) PH+I/R + LPT + anti-resistina: igual que el grupo 8, pero con la administracién intravenosa
del anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001).

10) Sham + anti-resistina: igual que el grupo 1, pero con la administracién intravenosa del
anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001).

11) Sham + anti-visfatina: igual que el grupo 1, pero con la administracién intravenosa del

anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008).
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Protocolo 2: Efecto de la modulacién farmacoldgica de la resistina y de la visfatina en higados
esteatdsicos de ratas Zucker sometidas a PH o I/R.
12) PH: animales sometidos a hepatectomia parcial (70%).
13) I/R: animales sometidos a isquemia de 60 minutos.
14) PH + anti-resistina: igual que el grupo 12, pero con administracién intravenosa del
anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001).
15)1/R + anti-resistina: igual que el grupo 13, pero con administracion intravenosa del
anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001).
16) PH + anti-visfatina: igual que el grupo 12, pero con administracion intravenosa del
anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008).
17) IR + anti-visfatina: igual que el grupo 13, pero con administracién intravenosa del
anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008).
Protocolo 3: Produccion de resistina y visfatina en higados esteatdsicos y no esteatdsicos de ratas
Wistar sometidas a PH+I/R.
18) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incision en la linea media umbilical y
diseccién de los vasos del hilio hepatico.
19) PH+I/R: inicialmente los animales se alimentaron con una dieta deficiente en colina
durante 10 dias (Vendemiale G. et al., 2001) para inducir la obesidad nutricional
experimental. Posteriormente se sometieron a PH + I/R, siguiendo la técnica Selzner M. et

al. (1999).

Las muestras de plasma, higado y tejido adipososo se recogieron a las 24 horas tras la
reperfusidn. Para medir la tasa de sintesis de DNA, se administré BrdU (50 mg/kg, i.p.) 1 hora
antes del sacrificio y se proceso la incorporacion de BrdU (Saile B. et al., 2004; Elias-Miré M. et
al.,, 2012c). Para evaluar la respuesta inflamatoria, los animales se sometieron a
intervenciones quirdrgicas similares a las descritas en los grupos 2-7, pero las muestras

hepaticas se obtuvieron a las 6 y 12 horas después de la finalizacién de la cirugia hepatica.
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Figura 14. Intervenciones y determinaciones del estudio 2
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3. Determinaciones bioquimicas

3.1 Transaminasas

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

La actividad de estas enzimas se determind mediante kit comercial (RAL, Barcelona, Espafia).
El ensayo enzimatico mide la desaparicion de nicotinamida adenina dinucledtido en su forma
reducida (NADH) mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 365 nm, segun las

siguientes reacciones:

Para la AST:
AST
2-Oxoglutarato + L-Aspartato > Oxalacetato + L-Glutamato
. MDH .
Oxalacetato + NADH + H _—> D-Malato + NAD
Para la ALT:
ALT
2-Oxoglutarato + L-Arginina _— > Piruvato + L-Glutamato
LDH

Piruvato + NADH + H* _— D-Lactato + NAD"*

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

obtenidos se expresaron en Ul/L.

3.2 Factores de crecimiento (HGF y TGF-B)

Para las determinaciones del HGF las muestras de higado se homogenizaron en un tampdn
gue contenia tris (hidroximetil) aminometano-HCI 20 nM, NaCl 2M, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 1mM, acido etilendiaminotetraacético 1mM, acido polixietilensorbitano mono-oleato al
0,1%. El homogenado se centrifugd a 20000g durante 1 horay a 4°C. El sobrenadante se guardo a -
80°C. En las muestras de plasma y homogenado se determind la concentracion de HGF mediante

un kit de Elisa comercial distribuido por el Instituto de Inmunologia de Tokio (Japdn).
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Para la determinacién del TGF-B, las muestras de higado se homogenizaron en tampdn
fosfato, pH=7.4, que contenia PMSF 2mM y pepstatina A 1Img/ml, a 4°C. Los homogenados se
centrifugaron a 10000g durante 10 minutos y a 4°C. Se recogidé el sobrenadante del cual se
determind la concentraciéon de TGF-B activo. Para medir el TGF-B total (activo + latente) las
muestras se acidificaron con HCl 1M y luego se neutralizaron con NaOH 1M. Se utilizd un kit

comercial de ELISA (R&D systems, Minneapolis, USA).

3.3 Medidores inflamatorios
3.3.1 Interleuquina-1 (IL-1) y Interleuquina-6 (IL-6)

e |L-1: las muestras de higado se homogenizaron en tampdn fosfato 50 mM a pH 6.0,
conteniendo PMSF 2 mM, antipaina 1 mg/ml, leupeptina 1mg/ml y pepstatina A 1
mg/ml. Los homogenados se centrifugaron a 100000g durante 1 hora a 15°C y los
sobrenadantes se conservaron a -80°C para su posterior determinacién de IL-1B
(Serafin A. et al., 2004).

e |L-6: las muestras de higado se homogenizaron en un tampdn que contenia Tris HCI
50 mM, NaCl 150 mM, triton-X100 y un cocktail de inhibidores de proteasas
(Complete mini, Roche, Switzerland). El homogenado se centrifugd a 3000g durante
15 minutos a 4°C (Selzner N. et al., 2003b). La deteccion de IL-6 se realizd mediante

un kit comercial de ELISA (rat IL-6 ELISA kit, Biosource, Camarillo, CA).

3.3.2 Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y Proteina quimioatrayente de monodcitos —
1(MCP-1)
e TNF-a: El TNF-a libre se determind en plasma mediante un kit de ELISA (Biosource,
CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
e MCP-1: La homogenizacion de las muestras fue de acuerdo con el procedimiento
técnico previamente publicado (Woo C. W. et al., 2008). La deteccion de MCP-1 se
realizdé mediante un kit comercial de ELISA (ELISA kits for MCP-1, Biosource,

Camarillo, CA).
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3.3.3 P65-NF-kB

Los extractos nucleares a partir de muestras hepaticas se prepararon utilizando el kit Nuclear
Extract Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Active Motif). La actividad de unién de
NF-kappa B se determiné utilizando el kit TransAM NF-kB Transcription Factor ELISA Kit de acuerdo

con las instrucciones del fabricante (Active Motif) (Goto T. et al., 2006).

3.4 Adipocitoquinas

Para determinar los niveles de las adipocitoquinas tales como la adiponectina, resistina y
visfatina, las muestras de tejido hepatico y tejido adiposo se homogenizaron en frio en tampdn
RIPA (Tris-HClI 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%)
conteniendo también EDTA 5mM, Na3VO; 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cdoctel
de inhibidores de proteasas Complete por cada 50 ml de tampdn (Roche, Basilea, Suiza). Los
homogenados se incubaron 20 minutos en hielo y después se centrifugaron a 10000g durante 30
minutos a 42C (Bhattacharya N. et al., 2005). Se recuperaron los sobrenadantes y se determinaron
la adiponectina, resistina y visfatina en los mismos utilizando un kit comercial para adiponectina y
resistina respectivamente (AdipoGen, Seul, Corea; B-Bridge International, CA, USA) vy otro kit
comercial para visfatina (AdipoGen, Seul, Corea). Los niveles de las adipocitoquinas también se
determinaron en el plasma. A continuacion se describe brevemente el protocolo general que se
siguid para el ensayo inmunienzimatico de la adiponectina que es extrapolable al de resistina y
visfatina respectivamente.

El kit utilizado para la determinacion de adiponectina es un ensayo inmunoenzimatico en el
cual un anticuerpo policlonal especifico para la adiponectina de rata estda inmovilizado en los
pocillos de una inmunoplaca. Las muestras (plasma, tejido hepatico y adiposo) se colocaron en los
pocillos y de esta manera, cualquier adiponectina presente en las muestras es capturado por el
anticuerpo policlonal anti-adiponectina que se encuentra inmovilizado en los pocillos.
Posteriormente, después de lavar la inmunoplaca, se anadié el anticuerpo secundario anti-lgG
conjugado con peroxidasa. Después de lavar nuevamente la inmunoplaca, se afiadid un substrato
gue reacciona con la peroxidasa y se desarrolld entonces un color. La intensidad del color
desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de adiponectina unida en el pocillo.
Finalmente se afiadié una solucién para detener el desarrollo del color y la intensidad del color y

fue determinada midiendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 450 nm.
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3.5 ATP y caspasa-8

e ATP: Las muestras de higado se homogenizaron en 100 pl solucion tampdén (ATP
Assay Buffer). Los homogenados se centrifugaron en 13000 rpm durante 2—-5 minutos
a 4°C. La deteccion de NAD+ se realizd mediante kit comercial [ATP Assay Kit
(Colorimetric/ Fluorometric), Abcam, Cambridge, UK].

e Caspasa-8: Las muestras hepaticas se homogeneizaron en tampdn de lisis (HEPES 50
mM, pH 7,4, CHAPS 5 mM, DTT 5 mM), y se centrifugaron a 10.000g durante 15
minutos a 4°C. Los sobrenadantes se utilizaron para determinar la actividad de la
caspasa-8 mediante un kit comercial de ELISA (caspase 8 activity assay kit, Biotium,

Inc., CA, USA) (de Oliveira M. R. et al., 2009).

3.6 Nicotinamida adenina dinucledtido (NAD)

Las muestras de higado se homogenizaron en 400 pl solucién tampén (NADH/NAD®
Extraction Buffer). Los homogenados se centrifugaron en 14000 rpm durante 5 minutos. La
deteccion de NAD" se realizd mediante un kit comercial (NAD*/NADH colorimetric kit, BioVision

Inc., CA, USA).

3.7 Urea
Las muestras de higado se homogenizaron en 100 pl solucidén tampdn (Assay buffer). Los
homogenados se centrifugaron en 15000g durante 10 minutos. La deteccién de GDH se realizd

mediante un kit comercial (Urea Assay Kit, BioVision Inc., CA, USA).

3.8 a-Cetoglutarato

Las muestras de higado se homogenizaron en 100 pl solucién tampdn (a —CG Assay buffer).
Los homogenados se centrifugaron en 15000g durante 10 minutos. La deteccidon de GDH se realizd
mediante un kit comercial (a-Ketoglutarate Colorimetric/Fluorometric Assay kit, BioVision Inc., CA,

USA).

3.9 Glutamato deshidrogenasa
Las muestras de higado se homogenizaron en 200 ul solucion tampdn (Assay buffer). Los

homogenados se centrifugaron en 1300g durante 10 minutos. La deteccién de GDH se realizd
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mediante un kit comercial (Glutamate dehydrogenase activity colorimetric assay kit, BioVision Inc.,

CA, USA).

3.10  Amonio (NH4")
Las muestras de higado se homogenizaron en 100 pl solucidén tampdn (Assay buffer). Los
homogenados se centrifugaron en 1300g durante 10 minutos. La deteccién de NH4+ se realizd

mediante un kit comercial (Ammonia Colorimetric Assay kit, BioVision Inc., CA, USA).

3.11 Nitritos y nitratos

El tejido hepatico se homogenizé en tampdn Tris-HCI 100 mM pH=7.4 y a 42 C. Para
desproteinizar el homogenado, 500 ul del mismo se mezclaron con 100 pl de HCI 1N. Después de
una centrifugacion, el sobrenadante se ajusté a pH=7.6 con 100 ul de solucién NaOH 1N y 300 ul
de Tris-HClI 100mM. La concentracion de nitritos y nitratos se realizé mediante el uso de un kit
comercial (Cayman Chemical, Annarbor, MI). Para transformar el nitrato en nitrito se incubd
durante 3 horas en presencia de NADPH y FAD. Los nitritos se determinaron con el reactivo de

Griess, leyendo la absorbancia a 540 nm (Peralta C. et al., 1999, Hortelano S. et al., 1992).

3.12 Malondialdeido

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidacion lipidica y se
utilizé como parametro bioquimico indirecto de estrés oxidativo inducido por los RLO (Baykal A. et
al., 1998). El MDA fue determinado en el tejido hepatico y en la suspensién mitocondrial hepatica:

Los niveles de MDA se determinaron en muestras de higado mediante el método del acido
tiobarbiturico (TBA) (Ohkawa H. et al., 1979). En condiciones acidas y a altas temperaturas el MDA
reacciona con el TBA para dar lugar a un compuesto de color rosa, cuantificable por
espectrofotometria. EIl MDA tisular fue determinada a través de muestras de tejido hepatico
congelado homogeneizadas en 2 ml de tampdn Tris Base 0.1 M a pH 7 y se determind la
concentracion de proteinas totales en el mismo, siguiendo el procedimiento descrito previamente
en el apartado correspondiente. A 250 ul de este homogenado se le afiadieron 250 pl de acido
tricloroacético (TCA) al 40% para precipitar las proteinas. Se mezclaron en un agitador tipo vortex
y se centrifugaron a 3000rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se le

anadié 250 ul de TBA 0.67% y se llevo a ebullicién a 100°C durante 15 minutos con lo que se
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desarrollé un color proporcional a la cantidad de MDA presente en las muestras (Serafin A. et al.,
2004).

Para la elaboracién de la recta patron, se prepard un estandar de MDA disolviendo 120 il de
1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 50ml| de HCl 0.1M; esta
solucién se calentd durante una hora a 50°C. Para la preparacién de la recta de calibracién se
anadieron 50 pl de esta solucién en 5 ml de agua. De esta solucion asi preparada, se tomaron 2.5
mL y se afiadieron a 2.5 ml de agua, siendo éste el punto mas concentrado de la recta patrén (50
nmoles/ml), a partir de ésta se hicieron 6 diluciones seriadas a la mitad. Como blanco se utilizd
agua destilada. Los estandares y el blanco fueron sometidos al mismo procedimiento que las
muestras a partir del tratamiento con TCA. Asi pues, tras dejar enfriar, se determiné la intensidad
de color midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm. Los resultados se expresaron

en nmol MDA/mg proteina.

Para la determinacién del MDA mitocondrial, las mitocondrias fueron aisladas siguiendo
protocolos estandar (Zhou M. et al., 2008) y los niveles de MDA se determinaron utilizando un kit

comercial (TBARS assay kit, Cayman Quimica, Ann Arbor, MI).

3.13 Mieloperoxidasa

La mieloperoxidasa (MPQO) es un enzima que se encuentra en el interior de los granulos
citoplasmaticos de los neutrdéfilos polimorfonucleares; y se utiliza como marcador de la presencia
de estas células en el tejido inflamado (Colletti L.M. et al., 1990, Schmekel B.et al., 1990). En esta
tesis se utilizd como parametro de infiltracion y actividad de neutréfilos en el tejido hepatico.
Este enzima cataliza la formacion de acido hipocloroso a partir de perdxido de hidrégeno:

HzOz +CI—> HOCI+ Hzo

El método se basa en la reaccién de la tetrametilbencidina catalizada por la MPO. Es
importante conseguir una buena extraccion de la enzima; para ello las muestras se
homogenizararon en tampdn fosfato (KH,PO4 0,05 M, pH=6; Hexadecirtrimetilamonia de bromuro
0,5%) y posteriormente se sonicaron y pasaron por tres ciclos de congelacion/descongelacion en
nieve carbodnica. Después las muestras se incubaron durante 2 horas a 60°C para eliminar los
inhibidores de la MPO que pudieran afectar a la determinacion. Tras la incubacién, se
centrifugaron las muestras durante 12 minutos a 3000-4000g a 4°C y se recupero el sobrenadante

(Peralta C. et al.,, 2001). A 5 pl del sobrenadante se le afiadieron 10 pl de reactivo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18698578

Materiales y Métodos 61

tetrametilbencidina (5mg/ml disuelto en dimetilsulfoxido). A tiempo t=0 se afiadid 70 ul de
tampodn fosfato (KH,PO; 8 mM, pH=5.4) con H,0, al 0,05% y se determind la cinética de la MPO,

leyendo la absorbancia durante 3 min cada 15 segundos a una longitud de onda de 630 nm.

3.14 Citocromo c oxidase
La extraccion de mitocondria se realizé de acuerdo con la técnica descrita previamente
(Shaki F. et al., 2012). La citocromo c oxidase activo se evalud utilizando un kit comercial de ELISA

(cytochromo c oxidase assay kit, Sigma, MO, USA).

3.15 Analisis y extraccion de lipidos.

Para llevar a cabo la extraccion de lipidos totales en tejido hepatico, las muestras de higado
se pesaron y se homogenizaron en una mezcla de cloroformo: metanol en una relacion 2:1
respectivamente. Tras la homogenizacidn, se afiadid metanol y posteriormente se procedid a
centrifugar a 3000g durante 15 minutos. Se descartd el precipitado. Posteriormente se afadid
agua en proporcion 1/5 del volumen del homogenado y se procedié a centrifugar a 3000g durante
15 minutos para separar las fases. La fase superior se descartd ya que es la fase no lipidica, y la
fase inferior es la fase lipidica que es la que necesitamos. Para acabar de extraer, se hicieron tres
lavados de la interfase con una mezcla cloroformo: metanol: agua que contiene la relacion
siguiente de los tres solventes 3:48:47 respectivamente, y en cada lavado se descarté la fase
superior. Finalmente se afiadid metanol y este extracto se hizo servir para determinar el contenido
en TGs del higado (Folch J. et al., 1957). La determinacion TGs, LDL, VLDL, HDL, FFA, colesterol
total y fosfolipidos se llevd a cabo siguiendo protocolo estandars (Kamisoyama H. et al., 2008,

Reddy R. R. et al., 2011, Newberry E. P. et al., 2003).

3.16 Determinacién de S1P y ceramidas

La extraccion de S1P y CER en muestras hepaticas se realiz6 mediante protocolos
previamente descritos (Japtok L et al., 2012, Bhabak K. P. et al., 2013). El analisis de los
esfingolipidos se realizd por cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-MS/MS). Las
separaciones cromatograficas del S1P y de las diferentes CERs se llevaron a cabo,
respectivamente, por la columna X-Bridge (Waters GmbH, Eschborn, Germany) y por la columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). La elucion de S1P se

realizé utilizando un gradiente que consiste en eluyente A (agua / acido formico 100:0,1 v/v) y el
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eluyente B (acetonitrilo / tetrahidrofurano / acido féormico 50:50:0,1 v/v). Para las CERs, se utilizd
un solvente que consta de acetonitrilo/2-propanol 3:2 con 1% de acido formico y una tasa de flujo

de 1 ml/min durante 15 min.

3.17 Aminoacidos libres y esenciales

Las concentraciones de aminoacidos libres esenciales totales y aminoacidos no esenciales
se determind en plasma de acuerdo con el método de Trak Amino Acid Derivatization kit (Waters,
MA, CA), usando carbamato de 6 aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo y cromatografia en fase

liguida de alta resolucién (HLPC). La cuantificacion se hizo con detector de ultravioleta a 260 nm.

4. Técnica de Biologia Molecular

4.1 Proteinas

Las proteinas se determinaron con el método colorimétrico de Bradford y se utilizé un
reactivo comercial de BioRad (Richmon, CA, USA). Este ensayo se basa en la reaccidon de una
solucién dacida del colorante azul de Coomasie en respuesta a diferentes concentraciones de
proteinas. La concentracion de proteinas en la muestra es directamente proporcional a la
absorbancia observada a una longitud de onda de 595 nm. Como recta patrdon se utilizd una
solucién de albumina cuyo punto mas concentrado era de 4.75 mg/ml, a partir de esta

concentracion se realizaron 6 diluiciones seriadas a la mitad.

4.2 Western Blot
Determinacion de MAPK (TLR-4, TRIF, MyD88), ciclinas (ciclina A y ciclina E) y citocromo c:
=  MAPK: Las muestras se homogenizaron en frio utilizando el siguiente tampdn: 50mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1mM PMSF, 50mM NaF, 0,1 mM NasVO4, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 0,05% Tritdn x100 e inhibidores de proteasas por cada 50 ml de tampdn (Complete,
Roche) a un pH 7.5. El homogenado se incubd en hielo durante 15 minutos y se centrifugd
a 15000g durante 20 min. Se recuperaron los sobrenadantes y se determind la
concentracion de proteinas (Jiménez-Castro M. B. et al., 2012).
= (Ciclinas: Las muestras se homogenizaron en frio en el siguiente tampdn RIPA: 50 mM Tris-
HCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 0.25% deoxicolato de sédio, 1 mM EDTA con inhibidor de

fosfotase (1 mM Ortovanadato de Sodio, 40 mM NaF, 10 mM glicerofosfato y 5mM
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pirofosfato) e inhibidor de proteasas por cada 50 ml de tampdn (Complete, Roche) a un pH
7.4 (Sekine S. et al., 2007).

= Citocromo c: Las muestras se homogenizaron en frio en el siguiente tampon: 20mmol/I
Tris-HCI, pH 7,5, 150 mmol/I de NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,1% de SDS, 1% de desoxicolato de
sodio, 2 mmol/l EDTA, 1 mmol/I de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 2 mg/ml de aprotinina,
10 mg/ml de leupeptina, y 5 mg/ml de pepstatina. El homogenado se centrifugd a 12.000g
durante 10 minutos a 4° C, y se recogio el sobrenadante. La determinacidn de citocromo ¢
se realizd siguiendo protocolos previamente descritos (Soeda J. et al., 2001).

En cada ensayo se utilizd la misma concentracion de proteinas para todas las muestras. Las
proteinas se mezclaron con el mismo volumen de tampdn de carga de eletroforesis (95% Laemli/
5% B-mercaptoetanol) y se desnaturalizaron calentando la mezcla a 95°C durante 10 min. Las
proteinas se separaron de acuerdo a su peso molecular por eletroforesis en un gel de
poliacrilamida/SDS al 12% para MyD88, al 8% para TRIF, al 7,5% para TLR4, al 10% para ciclina Ay
E, al 15% para el citocromo c y a un voltaje constante de 120 mV. Posteriormente se transferieron
a una membrana de PVDF (0,2 um) con una intensidad de 350 mA durante 120 minutos en un
tampon 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 20% etanol. Las membranas se sumergieron en una
solucion de blogqueo con un 5% de BSA (200 mM Tris base, 3 M NaCl, 2% Tween 20 — pH 7,5)
durante 60 minutos y después se incubaron durante toda la noche a 4°C con uno de los siguientes
anticuerpos: anticuerpo primario policlonal anti-MyD88, anticuerpo primario monoclonal anti-
TLR4 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA, dilucion 1:500), anticuerpo primario
policlonal anti-TRIF (ABcam, UK, dilucidon 1:500), anti-ciclina A (Santa Cruz, diluiciéon 1:500), anti-
ciclina E (Millipore, Billerica, MA, diluicion 1:500), anti-citocromo c total, anti-citocromo c
citosdlico (Cell Signaling, Beverly, MA, diluicion 1:500) y disueltos en tampdn de bloqueo. A la
mafnana siguiente las membranas se lavaron con un tampon 200 mM Tris base, 3 M NaCl, 2%
Tween 20 (pH 7.5), 3 veces durante 10 minutos, y se incubaron durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Se utilizd un anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con peroxidasa respectivamente
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilucidon 1:2000 vy disuelto en
tampon de bloqueo. Después de sucesivos lavados, la deteccidn de las proteinas se llevé a cabo
mediante un kit de quimioluminiscencia de acuerdo con las instrucciones del mismo. Un estandar
pre-tefiido se utilizé como marcador de peso molecular. Las membranas se incubaron con
anticuerpos frente a al B-actina para confirmar que se cargaron las mismas cantidades de

proteinas en cada pocillo.
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La estimativa cuantitativa de las proteinas en las membranas se realizé por analisis
densitométrico de las bandas de proteinas mediante el Programa QuantityOne, y se corrigid
mediante la cantidad de B-actina, que se utilizd como control. Los valores se expresan en unidades

arbitrarias (Mayoral P. et al., 1999, Atkinson L. L. et al., 2002, Vazquez-Gil M. J. et al., 2004).

5. PCR atiempo real

La extraccidn de RNA se realizd usando unos kits comerciales de la casa Qiagen, RNeasy Lipid
tissue kit para los higados grasos y RNeasy Mini para los no esteatdsicos. En ambos casos se partio
de 30 mg de tejido congelado y se procedid de acuerdo a las especificaciones de cada kit de
extraccion. Posteriormente se cuantificd el RNA y se llevd a cabo su retrotranscripcion a cDNA
usando un kit comercial de retrotranscripcidon de la casa Amersham. En este caso se partié de 5 ug
de RNA y se siguieron las especificaciones del fabricante. Finalmente se realizd la PCR a tiempo
real usando sondas TagMan predisefiada y validadas por la casa comercial Applied Biosystems y
siguiendo las especificaciones del fabricante. Las sondas usadas fueron las siguientes:
Rn00566673_m1, HGF; Rn00595224 m, resistina; Rn00822043, visfatina; Rn00563995 m1,
carnitina-palmitoil transferase Il (CPT2); Rn00566390, Acil-CoA-dehidrogenasa de cadena media
(MCAD); Rn00590706, factor de crecimiento fibroblastico (FGF21); Rn00566942 g1, superdxido
dismutasa-2 (SOD2); Rn00577994 g1, glutation peroxidasa-1 (GPX1); Rn00594894 g1, estearoil
CoA desaturasa -1 (SCD1); Rn00685720_m1, 4cido-graso-sintetasa (FAS); Rn03296721 sl1,
citocromo c oxidasa subunidad | (COXl); Rn00567950 _m1, citocromo c oxidasa subunidad IV
(COXIV); Rn00667869_m1, B-actina. Para la evaluacion de los resultados se llevaron a cabo
experimentos control de eficiencia y se aplicé el método de AACt usando la B-actina como gen de
referencia y el grupo Sham como calibrador (Livak & Schmittgen, 2001). La PCR se llevd a cabo en

un termociclador iCycler Thermal Cycler de la casa Bio-Rad.

6. Estudio histoldgico

6.1 Técnicas de immunohistoquimica

Las muestras de tejido hepatico se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4% y pasadas
24 horas se incluyeron en parafina. En el ultramicrotomo se realizaron los cortes histoldgicos de 3
um de grosor. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron con soluciones de etanol de
concentraciones decrecientes y fueron sometidos al método immunohistoquimico para los

siguientes marcadores:
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e Bromodesoxiuridina (BrdU) - El uso de la incorporacion de BrdU al DNA es una técnica bien
establecida y de uso comun para la identificacién de células que se dividen in vivo y en cultivos
celulares. El BrdU es una pirimidina analogo de la timidina que se incorpora en el DNA de las
células en la fase S del ciclo celular. La Inyeccidén intraperitoneal de BrdU resulta en la
incorporacion nuclear sélo donde se esta replicando activamente el DNA (Gratzner H. G., 1982;
Dolbeare F. et al., 1983; Morstyn G. et al., 1983, Hayes N. L. et al., 2000). Para medir la sintesis del
DNA, el BrdU fue administrado (50 mg/Kg, i.p.) 1 hora antes del sacrificio. Las muestras hepaticas
se procesaron segun el procedimiento estandar mencionado inicialmente y células que
incorporaron el BrdU fueron identificadas usando anticuerpo primario anti-BrdU (GE Healthcare,
USA). Después de incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB vy el
sustrato cromdgeno que da un precipitado marrén a las células en division.

¢ Ki-67 - la proteina Ki-67 es conocida por ser un antigeno nuclear de proliferacidn presentes
en las células en las fases G1, S, G2, y M del ciclo celular. Es parte de la matriz nuclear y es una
proteina con un peso molecular de 740 kDa. Informes indican que es un marcador fiable de la
actividad regenerativa (Kaita K.D. et al., 1997). La inmunohistoquimica se llevé a cabo mediante un
kit comercial (DAKO Envision+System, peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En primer lugar se bloqued la peroxidasa interna de la muestra. Se
incubd con el anticuerpo primario anti Ki-67 (clon SP6; Abcam, Cambrige, MA). Después de incubar
con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato cromdgeno que da un
precipitado marrén a las células en division.

e Visfatina: La immunohistoquimica fue el método de eleccion para identificar la localizacion
intrahepatica de la visfatina. La técnica se llevd a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision +
System, peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer
lugar se bloqued la peroxidada interna de la muestra. Para cada deteccion, se incubd con el
anticuerpo primario policlonal anti-visfatina (Abcam, UK). Después de incubar con el anticuerpo
secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato cromdgeno que da un precipitado
marron.

Se tifieron los cortes con hematoxilina para dar una tincién de contraste y se montaron los
portaobjetos. El indice de marcaje del BrdU, de Ki-67 y visfatina se determind mediante el contaje
de nucleo teiido en 30 campos de gran aumento. Y los datos se expresaron como el porcentaje de

células tefiidas respecto al numero total de hepatocitos.
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6.2 Estudio histologico con Hematoxilina y Eosina

Las muestras se procesaron segln procedimientos estandar para su estudio mediante
microscopia 6ptica. Inmediatamente después de la extraccidon de las muestras se fijaron al menos
durante 24 horas en formol tamponado al 10%. Tras la inclusidon en parafina, las muestras se
cortaron con un micrétomo en secciones de 3-5 um. Se realizd una tincién con hematoxilina
eosina siguiendo los procedimientos convencionales.

Para evaluar la severidad de la lesidn hepatica, los cortes se clasificaron atendiendo a la
siguiente escala: 0, lesion minima o sin evidencia de lesion; grado 1, lesién consistente en
vacuolizacion citoplasmatica e pérdida del contorno celular; grado 2, lesion de moderada a severa
con picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmatica y pérdida del contorno celular; grado
3, necrosis severa con desaparicion de los cordones de hepatocitos, hemorragias e infiltrados de
neutrdfilos; grado 4, necrosis muy severa con desaparicion de los cordones de hepatocitos,
hemorragias e infiltrados de neutrdéfilo. Para evaluar el porcentaje de necrosis se valoraron 40
campos de aumento alto elegido de manera aleatoria por secciéon (Cottart C. H. et al., 1999). El
indice mitdtico se valord por H&E siguiendo protocolo previamente descrito (Veteldinen R. et al.,
2007) y se determiné mediante el contaje de nucleos tefiidos en 30 campos de gran aumento. Y
los datos se expresan como el porcentaje de células tefidas respecto al numero total de
hepatocitos. Para evaluar el grado de esteatosis se congeld el tejido y se utilizd la tincién de Red

Oil 0 en secciones de 3 um de acuerdo con los procedimientos estandar.

7. Estudio estadistico

El estudio estadistico se realizd mediante un analisis de la varianza (ANOVA) y seguidamente
se determind el nivel de significacidon estadistica con un test Student-Newman-Kels. Las tasas de
supervivencia se estimaron por el método de Kaplan Meier y comparadas mediante el test de Log
Rank Los datos estan expresados con valor de la media * error estandar de la media. Los datos se

consideraron significativamente diferentes cuando la p<0,05.
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The effects of glucose and lipids in steatotic and non-steatotic livers in conditions of partial

hepatectomy under ischaemia-reperfusion

Mariana Mendes-Braz, Maria Elias-Mir6, Burkhard Kleuser, Susann Fayyaz, Ménica B.
Jiménez-Castro, Marta Massip-Salcedo, Jordi Gracia-Sancho, Fernando S. Ramalho, Juan Rodes,
Carmen Peralta.
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Antecedentes: La esteatosis es un factor de riesgo en la hepatectomia parcial (PH) bajo
isquemia-reperfusion (I/R), técnica quirdrgica utilizada cominmente en la practica clinica para
reducir el sangrado durante las resecciones hepaticas. Se desconoce el efecto del suplemento
nutricional asi como el papel de tejido adiposo periférico como fuente de energia en la
regeneracién del higado tras la cirugia hepatica. Objetivos: Investigar si la administraciéon de
glucosa o una emulsién lipidica podrian proteger a los higados esteatdsicos y no esteatdsicos
frente al dafio y fallo en la regeneracidn hepatica en un modelo experimental de PH bajo I/R. Se
investigd la relevancia del tejido adiposo periférico en la regeneracién del higado tras la cirugia.
Métodos: Los higados esteatdsicos y no esteatdsicos de ratas se sometieron a procedimiento
quirdrgico y se evaluaron los efectos del tratamiento con glucosa o lipidos sobre el dafio y la
regeneracién hepatica, asi como los posibles mecanismos protectores subyacentes. Resultados:
En higados no esteatdsicos, tanto el tratamiento con lipidos como con glucosa ofrecié la misma
proteccion frente al dafio y el fallo en la regeneracién y el contenido de ATP. El tejido adiposo no
influencio la regeneracion del higado no esteatdsico. En la presencia de esteatosis hepatica, sélo el
tratamiento con lipidos protegid frente a la lesion y fallo en la regeneracion. Tales efectos
beneficiosos cursaron mediante la induccidn del ciclo celular, mantenimiento de los niveles de ATP
y aumento en la tasa de S-1-P/CER y niveles de fosfolipidos. El tejido adiposo fue esencial para la
regeneraciéon del higado esteatdsico pero no se utilizd como fuente de energia. Conclusién: En
condiciones de PH bajo I/R, el tratamiento con lipidos en el higado no esteatdsico proporciond la
misma proteccion que la glucosa, mientras que es preferible el tratamiento con lipidos para

reducir los efectos perjudiciales de la cirugia hepatica en presencia de esteatosis.
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Abstract

Background: Steatosis is a risk factor in partial hepatectomy (PH) under
ischaemia-reperfusion (I/R), which is commonly applied in clinical practice
to reduce bleeding. Nutritional support strategies, as well as the role of
peripheral adipose tissue as energy source for liver regeneration, remain
poorly investigated. Aims: To investigate whether the administration of
either glucose or a lipid emulsion could protect steatotic and non-steatotic
livers against damage and regenerative failure in an experimental model of
PH under I/R. The relevance of peripheral adipose tissue in liver regeneration
following surgery is studied. Methods: Steatotic and non-steatotic rat livers
were subjected to surgery and the effects of either glucose or lipid treatment
on damage and regeneration, and part of the underlying mechanisms, were
investigated. Results: In non-steatotic livers, treatment with lipids or glucose
provided the same protection against damage, regeneration failure and ATP
drop. Adipose tissue was not required to regenerate non-steatotic livers. In
the presence of hepatic steatosis, lipid treatment, but not glucose, protected
against damage and regenerative failure by induction of cell cycle,
maintenance of ATP levels and elevation of sphingosine-1-phosphate/cera-
mide ratio and phospholipid levels, Peripheral adipose tissue was required
for regenerating the steatotic liver but it was not used as an energy
source. Conclusion: Lipid treatment in non-steatotic livers provides the
same protection as that afforded by glucose in conditions of PH under I/R,
whereas the treatment with lipids is preferable to reduce the injurious effects
of liver surgery in the presence of steatosis.

® 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd 1



Glucose and lipids in partial hepatectomy under I/R

In clinical situations, partial hepatectomy (PH) under
ischaemia-reperfusion (I/R} is usually performed to
control bleeding during parenchymal dissection (1, 2).
Hepatic steatosis, a major risk factor for liver surgery, is
associated with increased complication index and post-
operative mortality after major liver resection (3-5).
Indeed, it is estimated that more than 20% of patients
undergoing liver resection have some degree of steatosis,
usually related to obesity (3, 4, 6). A further increase in
the prevalence of steatosis in hepatic surgery is expected
(7).

It has been reported that lipids, rather than carbohy-
drates, are the preferred energy substrate for non-stea-
totic livers in conditions of PH without IR (8-10}. To
explain this fact authors suggest that adipose tissue sup-
plies the energy needed by the remnant liver (11-13),
and that glucose administration might block the mobili-
zation of fatty acids from adipose tissue by the liver to
obtain energy (14). Whether glucose or lipids is the
preferred substrate for regeneration in both steatotic
and non-steatotic livers after PH under I/R remains
unknown.

Lipids are not only a source of energy. Indeed, sphyn-
golipids, specifically ceramides (CER) and sphingosine-
1-phosphate (S1P), have attracted significant attention
because of its dynamic role in cell death and prolifera-
tion. S1P synthesis induced by a diet rich in fatty acids
is a key signal for reducing hepatic damage and improv-
ing liver regeneration (15). CER, which induce necrosis
and regenerative failure (16), can be intracellularly accu-
mulated in response to a diet rich in fatty acids, or to
glucose administration (17, 18). Given these data, one
might assume that the final effect of strategies based in
lipid or glucose infusion would partially depend on the
hepatic accumulation of both SIP and CER, or in other
words, in the SP1/CER ratio.

It has been demonstrated that fatty acids activate the
toll-like receptor 4 (TLR4) pathway (19-21), which ulti-
mately induce alterations in mediators/factors that
promote liver regeneration after PH (22). in addition, a
recent study from our group indicated that TLR4 activa-
tion protected steatotic livers against I/R damage associ-
ated with transplantation (23). Therefore, it is possible
that activation of the TLR4 pathway could also occur if
a lipid supplement is given in liver surgical conditions
requiring both a process of liver regeneration and pro-
tection against I/R.

In the present study, we aimed to compare the bene-
fits of a lipid supplement on damage and regeneration
in both steatotic and non-steatotic livers with those
obtained when glucose was administered. We evaluated
the effect of lipid or glucose administration on hepatic
ATP content and the relevance of systemic adipose tis-
sue as an energy source for regenerating both types of
livers in the setting of PH under I/R. In addition, we
determined SIP and CER levels in steatotic and non-
steatotic livers undergoing PH under I/R treated or not
with lipids or glucose, and the possible involvement of
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TLR4 pathway in the effects of lipid supplementation on
damage and liver regeneration.

Materials and methods
Experimental animals

Male homozygous obese (Ob}) (400-450 g} and hetero-
zygous lean (Ln) Zucker rats (350400 g) for genetic
obesity experimental model, and male Wistar rats (200~
220 g} fed with a choline-deficient or standard chow
diet for 10 days (24) for nutritional obesity experimen-
tal model were used. Control rats consumed a semipuri-
fied diet containing adequate levels of choline. Both
diets were purchased from Dyets (Bethlehem, PA}. The
analytical composition of the choline deficient diet (a
modified #518753 choline deficient diet, g/kg) was:
Alcohol-extracted peanut meal 90, Soy protein isolate
(low in choline) 80, L-Cysteine 2, Cellulose fibre 10,
Cornstarch 100, Dextrin 100, Sucrose 413, Choline
bitartrate (1, Vitamin-free casein 10, Salt mix 35, Primex
(hydrogenated vegetable oil) 100, Vitamin mix 10 and
Corn oil 50. The standard diet was enriched with
14.48 g/kg of choline at the expense of sucrose.

Ob Zucker and Ob Wistar rats showed severe
macrovesicular and microvesicular fatty infiltration in
hepatocytes (60-70% steatosis). All procedures were
performed under isofluorane anaesthesia. This study
complied with European Union regulations on animal
experiments.

Surgical procedure

The experiments in this study employed a rat model
of PH (70%) under 60 min of ischacmia, period of
time currently used in liver surgery, as previously
described (25, 26). Briefly, after anaesthesia with
isoflurane and resection of left hepatic lobe, a micro-
vascular clamp was placed for 60 min across the por-
tal triad supplying the median lobe. Congestion of the
bowel was avoided during the clamping period by
preserving the portal flow through the right and cau-
date lobes. At the end of ischaemia time, the right
lobe and caudate lobes were resected, and reperfusion
of the median lobe was achieved by the release of the
clamp (25, 26).

Protocol 1

Effects of lipid and glucose administration on hepatic
damage and regenerative failure in steatotic and non-
steatotic livers at 12, 24 and 48 h after liver surgery in
cither genetic or nutritional obesity experimental
model.

Ln and Ob animals were subjected to PH under 1/R
and isoenergetic amounts of lipids or glucose were
intravenously infused.

The experimental groups are the following:

Liver Intemational (2013)
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(1} Sham: the hepatic hilar vessels were dissected.

(ii) PH+I/R: animals subjected to PH (70%) under
60 min of ischaemia (25, 26).

(iii) PH+I/R+Glucose: same as group 2 but animals
were intravenously infused for 4 h with 5 ml of a
glucose solution (28%, energy content 4.6 M/
1000 ml, Sigma Aldrich, Madrid, Spain) immedi-
ately after surgery (27).

(iv) PH+1/R+Lipid: same as group 2 but animals were
intravenously infused for 4 h with 5 ml of a lipid
solution (10% Intralipid; 4.6 M]/1000 ml, Fresenius
Kabi, Barcelona, Spain} immediately after surgery
(27). The emulsion comprised 52% linoleic acid,
22% oleic acid, 13% palmitic acid, 8% linolenic
acid, 4% stearic acid, 1% other fatty acids, 8.184 g/l
egg phospholipids and 15 g/l glveerine (27-29).

Hepatic injury (transaminases and damage score)
and liver regeneration [mitotic index, percentage of
BrdU-positive hepatocytes, percentage of Ki67 positive
hepatocytes, hepatocyte growth factor (HGF) and trans-
forming growth factor p (TGF-B), and levels of cyclin E
and cyclin A] were determined at 12, 24 and 48 h after
liver surgery. For survival studies, Ln and Ob rats were
subjected to intervention similar to that used for groups
2-4 (protocol 1} and the survival was monitored for
14 days (23).

Protocol 2

Underlying mechanisms of glucose and lipids effects in
steatotic and non-steatotic livers at 24 h after liver sur-
gery.

The effects of exogenous glucose and lipids on
ATP, TLR4 pathway (MyD88: myeloid differentiation
factor 88 and TRIF: TIR domain-containing-adaptor
inducing IFNB) and inflammatory signalling [tumour
necrosis factor (TNF)-g, interleukin (IL)-1B, monocyte
chemoattractant  protein-1 (MCP1), nuclear factor-
kappa B (NF-kB) and IL-6] were examined in groups
included in protocol 1 at 24 h after liver surgery.
Sphyngolipids (S1P and CER), triglycerides, low-den-
sity lipoprotein (LDL), very-low-density lipoprotein
(VLDL), high-density lipoprotein (HDL), free fatty
acids (FFA), total cholesterol and phospholipids were
also evaluated.

Protocol 3

Role of adipose tissue in steatotic and non-steatotic liv-
ers regeneration at 24 h after liver surgery.

To investigate the relevance of adipose tissue in stea-
totic and non-steatotic livers regeneration the following
groups were studied:

(v) Sham+lipectomy of white adipose tissue
(Sham+LPT): same as group 1, but mesenteric,
perirenal, retroperitoncal and epididymal adipose
tissue were resected and extracted (30, 31).
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(vi) PH+I/R+lipectomy of white adipose tissue (PH+I/
R+LPT}: same as group 2, but mesenteric, perire-
nal, retroperitoneal and epididymal adipose tissue
were resected and extracted before starting PH+I/R
(30, 31).

(vii) PH+I/R+LPT+Glucose: same as group 6 but ani-
mals were intravenously infused for 4 h with 5 ml
of a glucose solution (28%, energy content 4.6 MJ/

1000 ml, Sigma Aldrich, Spain) immediately after
surgery (27).

(viii) PH+I/R+LPT+Lipid: same as group 6 but animals

were intravenously infused for 4 h with 5 ml of a
lipid solution (109 Intralipid; 4.6 M]/1000 ml,
I'resenius Kabi, Spain} immediately after surgery
(27-29).

Hepatic injury (transaminases and damage score),
liver regeneration (percentage of Ki67 positive hepato-
cytes, HGF and TGF-f), ATP and adiponectin levels
were determined at 24 h after liver surgery.

The interventions and measurements for protocols 1,
2 and 3 are shown in Figure 1. Doses and times used for
the different treatments were selected on the basis of
previous studies in non-steatotic livers undergoing par-
tial hepatectomy without I/R (27, 32), and preliminary
studies from our group.

Biochemical determinations

Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST), HGF, total and active TGF-B, TLR4,
MyD88 and TRIF, TNF-g, IL-1B, MCP1, p65-NF-kB,
IL-6, adiponectin and ATP levels were measured as
described elsewhere (26, 33-37). HGF is a potent mito-
gen, whereas active TGF-P has been considered as the
main inhibitor of hepatocyte proliferation (33, 38).
LDL, VLDL, HDL, free fatty acids, triglycerides, total
cholesterol and phospholipids were measured following
standard procedures (39-41).

Determination of S1P by mass spectrometry

SIP was extracted by a modified two-step lipid extrac-
tion technique previously described (42}, Sample
analysis was performed by rapid resolution liquid
chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) using a quadrupole/time-of flight (QTOF) 6530
mass spectrometer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) operating in the positive electrospray ioniza-
tion (ESI) mode. Chromatographic separations were
performed by a X-Bridge column (C18, 4.6 x 150 mm,
3.5 pm particle size, 138 A pore size, Waters GmbH,
Eschborn, Germany). Elution was performed using a
gradient consisting of eluent A (water/formic acid
100:0.1 v/v) and eluent B (acetonitril/tetrahydrofuran/
formic acid 50:50:0.1 v/v). The precursor ions of S1P
(mfz 380.2560) and CI17-SIP (m/z 366.2404) were
cleaved into the fragment ions of m/z 264.2700 and m/z
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Protocol 1

1. Sham (Ob and Ln rats)

ey D W TR
& PHARLipd Oband Lnas)

Test at 12, 24 and 48 h after liver surgery. Transaminases, damage score, mitotic index, Ki-67 positive hepatocytes, BrdU
incorporation, HGF, TGF-B, cyclin E and cyclin A. Survival was monitored for 14 days.

Protocol 2

Test at 24 h after liver surgery. ATP, TLR4 pathway (MyD88 and TRIF) and inflammatory signalling (TNF-a, IL-1B, MCP1, NF-xB and
IL-6) and lipid profile (S1P, CER, triglycerides, LDL, VLDL, HDL, FFA, total cholesterol and phospholipids) (Groups from Protocol1).

Protocol 3

5. ShamoLPT (Oband n s Cipectomy * Hopatic ilarvesses disoctod > 2ah
T NI TCOOTRT SR vcc:ony + artsl hepatectomy (10% + 60 min schemia > 24h 3
LTSRS CAPTRIIRN Lipectomy + Parta hepatoctomy (10%)+ 60 min lschamia + Glucose > 24h 2
[ Lipectomy + Partial hepatectomy (70%) + 60 min Ischemia + Lipid > 24h 3

Test at 24 h after liver surgery. Transaminases, damage score, Ki-67 positive hepatocytes, HGF, TGF-B, ATP and adiponectin.

2. PH#IR (Ob and Ln rats)

3. PH+IR+Glucose (Ob and Ln rats)

8. PH+I/R+LPT+Lipid (Ob and Ln rats)

Fig. 1. Flow chart of the interventions and measurements corresponding to protocols 1, 2, 3 and 4. {Protecol 1) Effects of glucose and lipid
emulsion administration on hepatic damage and regenerative failure in steatotic and non-steatotic livers at 12, 24 and 48 h after liver sur-
gery and survival studies in either genetic or nutritional obesity madel, (Protocol 2) Molecular mechanisms of glucose and lipids in steatotic
and non-steatotic livers at 24 h after liver surgery, and (Protocol 3) Role of adipose tissue in regeneration of steatotic and non-steatotic livers

at 24 h after liver surgery.

250.2529 respectively. Quantification was performed
with Mass Hunter Software.

Measurement of CER by mass spectrometry

Tissue samples were homogenized and different cera-
mides were extracted as previously described (43). Sam-
ple analysis was performed by rapid resolution LC-MS/
MS using a QTOF 6530 mass spectrometer. Chromato-
graphic separations were obtained using a ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (C18, 4.6 x 50 mm, 1.8 pm particle
size, 80 A pore size, Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). An isocratic solvent system consisting of ace-
tonitrile/2-propanol 3:2 with 1% formic acid and a flow
rate of 1 mL/min over 15 min was used. Quantification
of the fragment ion of m/z 264.270 was performed using
Mass Hunter Software.

Western blotting

Western blotting for TLR4 (Santa Cruz Biotech, Santa
Cruz, CA, USA), TRIF (Abcam, Cambridge, UK),
MyD88 (Santa Cruz Biotech), cyclin E (Santa Cruz Bio-
tech) and cyclin A (Santa Cruz Biotech) was performed
as described clsewhere (23, 44). Immunoreactive protein
bands were visualized with chemiluminescence reagents

and were quantified densitometrically with Quantity
One software.

Reverse transcription and quantitative polymerase chain
reaction

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Madrid, Spain). Quantitative real-time poly-
merase chain reaction analysis were performed with
Assays-on-Demand TagMan probes (Rn00566673_m1,
HGF and Rn0 0667869_ml, B-actin} (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) according to the manufac-
turer’s protocol.

Histology, oil red staining and immunohistochemistry

To appraise the severity of hepatic injury we graded
haematoxylin and eosin-stained sections with a point-
counting method on an ordinal scale: (0) minimal or no
evidence of injury; (1) mild injury consisting of cyto-
plasmic vacuolation and focal nuclear pyknosis; (2)
moderate to severe injury with extensive nuclear pykno-
sis, cytoplasmic hypercosinophilia and a loss of intercel-
lular borders; (3} severe necrosis with disintegration of
hepatic cords, hacmorrhaging, and neutrophil infiltra-
tion and (4} very severe necrosis with disintegration of

Liver Intemational {2013)
© 2013 John Wiley & Sons /5. Published by John Wiley & Sons Ltd



Mendes-Braz et al.

hepatic  cords, haemorrhaging and neutrophil
infiltration (26, 35). Liver steatosis was evaluated via oil
red staining on frozen specimens, and the percentage of
steatosis was calculated by image analysis according to
the standard procedure (26, 35). For liver regeneration,
liver samples were immunostained with a rabbit mono-
clonal antibody against Ki-67 (clone SP6, Abcam,
Cambridge, MA, USA), developed with diaminobenzi-
dine, and counterstained with haematoxylin (26). The
percentages of proliferating hepatocytes were also esti-
mated through the quantification of hepatocytes that
incorporated bromodeoxyuridine (BrdU). For this,
BrdU was administered intraperitoneally at 50 mg/kg
1 h before the animals were sacrificed, and BrdU-posi-
tive cells were detected with a mouse anti-BrdU anti-
body (GE Healthcare, Bio-Sciences, Pittsburgh, PA,
USA) (26, 45). The mitotic index was determined in hae-
matoxylin and eosin-stained liver sections (26, 33). At
least 30 high-power fields were counted.

Statistics

Data arc expressed as mean + standard crror and were
compared statistically via onc way analysis of variance
(anova), followed by post hoc Student—Newman—Keuls
test. Survival was estimated with the Kaplan-Meier
method and was compared with a long-rank test.
P < 0.05 was considered significant.

Results

Effects of lipid and glucose administration on hepatic
damage and regeneration in steatotic and non-steatotic
livers

In non-steatotic livers, PH+I/R-Glucose and PH-I/
R+Lipid exhibited reduced hepatic damage measured as
transaminases levels when compared with the PH-I/R
group (Fig. 2A). The histological study of non-steatotic
livers from the PH+I/R group showed multifocal areas
of moderate coagulative necrosis and neutrophil infil-
tration, randomly distributed throughout the paren-
chyma at 24 h after liver surgery. PH-I/R+Glucose and
PH-1/R+Lipid livers reduced extent and number of
necrotic areas in non-steatotic livers in comparison with
the PH+I/R group. The damage score values in non-
steatotic livers for the different groups (PH+I/R, PH-I/
R+Glucose and PH+I/R+Lipid), 24 h after liver surgery
are shown in Tig. 2B. No differences in hepatic damage
parameters were observed comparing both nutritional
supplementation strategies.

Next, we evaluated which energy substrate (glucose
or lipid) is more efficient in accelerating the onset of
regeneration in non-steatotic livers undergoing PH+I/R.
Our results revealed an improvement in the regenerative
process of PH+I/R+Glucose and PH-I/R+Lipid livers
when compared with the PH+I/R group. At each time
point studied, PH-I/R+Glucose and PH+I/R+Lipid
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livers showed increased mitotic index and BrdU-positive
hepatocytes in non-steatotic livers compared with the
PH+I/R (Fig. 2A). This was associated with increased
percentage of Ki67-positive-hepatocytes, increased HGF
levels and reduced active TGF-J levels at 24 h after liver
surgery (Fig. 2B). Total hepatic TGF-p levels were simi-
lar in all groups (data not shown). Similarly to the
parameters of hepatic damage, liver regeneration
parameters of the PH-I/R+Lipid group were similar to
those of the PH-I/R+Glucose group. As shown in
Figure 2B, treatment with glucose or lipids (PH+I/
R+Glucose and PH-1/R+Lipid groups} reduced lethality
in Ln animals.

The effect of glucose and lipids on liver damage and
regeneration in the presence of steatosis was also investi-
gated at 12, 24 and 48 h after liver surgery. Glucose
treatment did not protect steatotic livers against dam-
age. Indeed, PH-I/R+Glucose resulted in transaminases
and damage score values similar to those of the PH-I/R
group (Fig. 3A,B). However, at each time point, lipid
pretreatment significantly reduced the hepatic damage
parameters compared with the PH+I/R group (Fig. 3).
Steatotic livers of the PH=I/R and PH+I/R+Glucose
groups showed extensive and confluent arcas of coagu-
lative necrosis with neutrophil infiltration at 24 h after
surgery. PH+I/R+Lipid reduced the extent and number
of necrotic areas in steatotic livers when compared with
the I/R group (Fig. 3C).

With respect to the parameters of liver regeneration in
steatotic livers, both glucose and lipid treatment
increased the mitotic index and the percentage of both
BrdU-positive hepatocytes and Ki-67-positive hepato-
cytes when compared with the PHI/R group (Fig. 3A,
B). However, at each time point, the increase in the
paramcters of hepatic proliferation was stronger in the
PH+I/R+Lipid group than that caused by glucose (PH+1/
R+Glucose group). Representative photomicrographs of
Ki-67-positive hepatocytes of each group are shown in
Fig. 3C. Analysis of growth factors evidenced that PH-1/
R-Lipid livers had higher HGF and lower TGF-J levels
in comparison with the PH+I/R and PH-1/R+Glucose
groups (Fig. 3B). Survival of Ob animals was higher
when lipid emulsion was administered (Fig. 3B).

The influence of glucose and lipids on hepatic cyc-
lins expression was examined in steatotic livers at 12,
24 and 48 h after liver surgery. As shown in Fig. 4A
hepatic levels of cyclin E, which is induced during G1
and mediates transition into S phase (46), peaked
after 12 h of surgery in the PH+IR-Lipid group, and
after 24 h in PH-I/R+Glucose. Hepatic cyclin A
expression, necessary for S phase progression (47),
was higher in PH+I/R+Glucose and PH-I/R+Lipid
groups than in the PH-I/R group (Fig. 4B). However,
the increase in cyclin A expression was superior in
PH+I/R+Lipid group than in PH+I/R+Glucose group
at each time point.

Our results indicated that the effects of lipids and
glucose on damage and regeneration in both liver types
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(A) Hepatic damage and regeneration (12, 24 and 48 h after surgery)
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Fig. 2. Effects of glucose and lipids in non-steatotic livers in the genetic obesity experimental model. (4) Effects of gluccse and lipids on
hepatic injury (plasma AST and ALT levels) and regeneration (mitotic index and percentage of BrdU-positive hepatocytes) at 12, 24 and 48 h
after liver surgery in Ln animals. (B} Effects of glucose and lipids on liver damage score and percentage of Ki-67 positive hepatocytes, HGF
and TGF-J3 levels at 24 h after liver surgery in Ln animals. Six Ln animals from each group were included in each measurement. Survival of Ln
animals at 14 days after surgery was shown in Figure 28 (10 Ln animals from each group). *P < 0.05 vs. PH+VR. PH+V/R=Lipid vs. PH+I/

R+Glucose, P = not significant.
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Fig. 3. Effects of glucose and lipids in steatotic livers in the genetic obesity experimental model. (4) Effects of glucese and lipids on AST and
ALT levels, mitotic index and percentage of BrdU-positive hepatocytes at 12, 24 and 48 h after surgery in Ob animals. (B} Effects of glucose
and lipids on liver damage score and percentage of Ki-67-positive hepatocytes, HGF and TGF-f levels at 24 h after surgery in Ob animals. Six
Cb animals from each group were included in each measurement. Survival of Cb animals at 14 days after surgery is shown in Figure 2B (10
Cb animals from each group). *P < 0.05 vs. PH+IR. *P < 0.05 vs. PH+/R+Glucose. {C) Histological lesions and ki-67-positive hepatocytes
staining in steatotic livers 24 h after surgery {10x).
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(B)  Cyclin A expression
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Fig. 4. Effects of glucose and lipids on cyclin E and cyclin A exprassion in steatotic livers. Protein levels of cyclin £ {A) and cyclin A(Byat 12,
24 and 48 h after surgery in Ob animals. Representative western blots at the top and densitometric analysis at the bottom. Six animals in
each group and each time were included for each measurement. *P < 0.05 vs. PH-I/R. *P < 0.05 vs. PH=I/R=Glucose.

in a nutritional obesity model followed a similar pattern
to those described in genetic obesity experimental model
(Zucker rats). Thus, in nutritional obesity model, our
results revealed an improvement in damage and regener-
ative process of PH+I/R+Glucose and PH+I/R-Lipid in
non-steatotic livers when compared with the PH-I/R
group and not differences were observed when compar-
ing both treatments (Fig. 5). In steatotic livers, glucose
(PH+I/R~Glucose group) did not protect against damage
whereas lipid treatment (PH+1/R+Lipid group) conferred
protection (Fig. 6). The benefits of these treatments on
regenerative failure in steatotic livers were more evident
when lipid infusion was administered (Fig. 6).

Underlying mechanisms of glucose and lipids in steatotic
and non-steatotic livers

ATP levels in non-steatotic livers of the PH-I/R~Glu-
cose and PH+I/R+Lipid groups were higher than in the
PH-I/R group (Fig. 7A). However, no differences in
hepatic ATP levels were observed comparing the PH-1/
R—Glucose and PH+I/R-Lipid groups. The increase in

ATP levels in steatotic livers was more robust in the
PH+I/R=Lipid group than that obtained by glucose
treatment (Fig. 7A). Next, we evaluated if in addition to
ATP, other mechanisms including TLR4 pathway and/
or SIP/CER levels could explain the superior benefits
conferred by lipids. As shown in Fig. 7B, protein levels
of TLR4 and its downstream mediators TRIF and
MyD88 in steatotic and non-steatotic livers of the
PH+I/R-Glucose and PH+I/R-Lipid groups were simi-
lar to PH+I/R group. When glucose or lipids were
administered (PH+I/R+Glucose and PH+I/R-Lipid
groups) TNF-a, [L-1f, MCP1 and NF-kB levels in both
liver types were similar to those of the PH+I/R group
(Fig. 7B). In non-steatotic livers, PH+I/R+Glucose and
PH+I/R+Lipid exhibited increased IL-6 levels compared
with the PHHI/R group. As occurs for HGF mRNA
(Fig. 3B), the increase in IL-6 levels in steatotic livers
was more robust in the PH+I/R~Lipid group than that
obtained by glucose treatment (PH+I/R~Glucose group)
(Fig. 7B). TNF-o, IL-1p, MCP1 and IL-6 levels in
plasma followed a similar pattern to that described in
liver (data not shown). Reduced CER and increased
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(A) Hepatic damage and regeneration (12, 24 and 48 h after surgery)
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Fig. 5. Effects of glucose and lipids in non-steatotic livers in the nutritional obesity experimental model. Hepatic damage and regeneration,
and survival in non-steatotic (as described in Fig. 2).
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S1P/CER ratio were observed in steatotic livers treated
with lipids when compared with the results found after
glucose treatment (Fig. 8A). Individual CER (C16, C18,
(20, C22, C24, C24:1 and C24:2) tollowed a similar pat-
tern to that described for total CER (Fig. 8A). In Ln and
Ob animals, HDL, LDL, VLDL, FFA, triglycerides and
total cholesterol levels were similar in all groups. PH-1/
R+Lipid resulted in increased phospholipid levels in
steatotic and non-steatotic livers when compared with
the PH+I/R group (Fig. 8B).

Role of adipose tissue in steatotic and non-steatotic livers

Given the relevance of adipose tissue on liver damage
and regeneration in non-steatotic livers undergoing PH
without I/R (11-13), we evaluated that this situation
could also be true in conditions of PH under I/R. For
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this, Ln and Ob animals subjected to PH=-I/R were sub-
mitted to interventions based in the climination of
peripheral adipose store, and the effects of glucose or
lipids on hepatic damage and regeneration were evalu-
ated. Our results indicated that if peripheral adipose
tissue is removed in Ln animals (PH=1/R=LPT), the
parameters of liver damage and regeneration are similar
to the PH=I/R group (Fig. 9A, B). in addition, if periph-
eral adipose tissue is removed in Ln animals treated with
glucose (PH+I/R+LPT+Glucose) or lipids (PH+I/
R~LPT~Lipid group}, the parameters of liver damage
and regeneration do not differ from those of the PH+I/
R=~Glucose and PH-I/R-Lipid groups respectively
(Fig. 9A,B). However, elimination of peripheral adipose
tissue (PH+I/R-LPT group} in Ob animals did
negatively affect hepatic damage and liver regeneration
exhibiting higher parameters of hepatic injury than the

Fig. 8. Effects of glucose and lipids on lipid profile in steatotic and non-steatotic livers. (&) S1P, total and individual CER, and (B} HDL, LDL,
VLDL, FFA, triglycerides, total cholesterol and phospholipids at 24 h after surgery in Ln and Ob animals. Six Ln animals and six Ob animals in
each group were included for each measurement. ‘P < 0.05 vs. PH=I/R. *P < 0.05 vs. PH=I/R=Glucase.
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(A) Effects of adipose tissue lipectomy on non-steatotic liver damage
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Fig. 9. Effects of lipectomy of white adipose tissue on hepatic injury and regeneration in non-steatotic livers. (&) Hepatic injury (AST, ALT
and damage score) and (B} hepatic regeneration {percentages of ki-67-positive hepatocytes, and levels of HGF and TGF-P) at 24 h after sur-
gery in Ln animals. Six Ln animals in each group were included for each measurement. *P < 0.05 vs. Sham. "P < 0.05 vs. PH+I/R.

PH+I/R group (Fig. 10A,B), associated with reduced Ki-
67-positive hepatocytes and HGF levels, and high TGF-
B levels. In addition, if peripheral adipose tissue is
removed in Ob animals treated with glucose (PH~1/
R~-LPT+Glucose group) or lipids (PH+I/R-LPT+Lipid
group), the beneficial effects of nutritional support on
liver damage and regeneration were abolished (Fig. 104,
B). Altogether demonstrating that adipose tissue plays a
key role in steatotic livers but not in non-steatotic ones.
Given the key role of adipose tissue as an energy source
(11-13), and the transient hepatic lipid accumulation
from adipose tissue during regeneration (26, 48, 49), we
next evaluated if changes in hepatic damage and liver
regeneration observed in lipectomized Ob  animals
undergoing PH+I/R (PH=I/R=LPT group} could be
reflected in differences in hepatic ATP levels. Adipose
tissue-dependent hepatic lipid accumulation during
regeneration was confirmed in Ob animals in the cur-
rent study (data not shown) but hepatic lipid accumula-
tion was not used for synthesis of ATP. Indeed, hepatic

Liver Intemational {2013}
& 2013 John Wiley & Sons A/5. Published by John Wiley & Sons Ltd

ATP levels in Ob animals without peripheral adipose
tissue (PH+I/R=LPT group) were similar to those of the
PH=I/R group (Fig. 10C). In addition, hepatic ATP
levels in PH+I/R+LPT+Glucose and PH-I/R+LPT+Li-
pid groups were similar to those of the PH+I/R-Glucose
and PH-I/R+Lipid groups respectively. Our results
indicated that adipose tissue could be a source of differ-
ent hormones such as adponectin. This hormone
reduces damage and increase regeneration in steatotic
livers undergoing both I/R and hepatectomy, such as
small-for-size liver grafts (5, 50). In fact, in Ln Zucker
animals, adiponectin levels in adipose tissue, plasma
and liver of the PH-I/R group were similar to those
found in the Sham group (Fig. 11). In Ob Zucker
animals, reduced adiponectin levels were observed in
adipose tissue of the PH+I/R group compared with
sham. This was associated with increased protein levels
of adiponectin in plasma and liver, without changes in
adiponectin mRNA levels. Removal of adipose tissue in
Ob animals by surgical interventions (PH+I/R+LPT
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(A) Effects of adipose tissue lipectomy on steatotic liver damage
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Fig. 10. Effects of lipectomy of white adipose tissue on hepatic injury and regeneration in steatotic livers, (A} Hepatic injury (AST, ALT and
damage score), {B) hepatic regeneration (percentages of ki-67-positive hepatocytes, and levels of HGF and TGF-B) and (C) ATP levels at 24 h
after surgery in Ob animals. Six Cb animals in each group were included for each measurement. *P < 0.05 vs. Sham. P < 0.05 vs. PH+UR.

group) resulted in diminished adiponectin protein levels ~ remmant liver (50). Interestingly, and contrary to what
in plasma and liver compared with the PH+I/R group,  has been described in experimental models of PH
whereas hepatic mRNA adiponectin levels were unmod- without I/R (11-13), we herein show that remnant non-
ified (Fig. 11). In the nutritionally induced obesity  steatotic liver regencration occurs independently from
model, the underlying protective mechanisms of glucose peripheral adipose tissue-derived energy support, thus

and lipids as well as the role of adipose tissue were simi-  indicating that non-steatotic livers are capable to sustain
lar to those described in the genetic obesity model (data ~ major homeostatic functions after PH under I/R.
not shown). A different scenario is observed in steatotic livers

undergoing PH + I/R that could be especially relevant
for the clinical practice. Glucose treatment did not pro-
tect steatotic livers against damage but improved their
The present study shows that glucose or lipid treatments  regeneration, however lipid treatment protected steatot-
after non-steatotic liver resection under I/R confer  ic livers against damage and induced stronger liver
equivalent protection against hepatic damage and regen-  regeneration than glucose. The influence of glucose and
erative failure. These results contrast with previous data  lipids on growth factors expression was investigated.
from non-steatotic livers undergoing PH without IR This analysis showed that the expression of HGF was
(8-10}), however, and as occurs for other treatments (33, higher and TGF-p lower in steatotic livers treated with
51-54), it should be considered that the effectiveness of  lipids, in comparison with these receiving glucose. HGF
strategies based in the administration of glucose and  plays a central role in liver regeneration and it is
lipids on damage and regeneration could be different  currently being tested in clinical trials in patients with
depending of the surgical conditions evaluated. The acute liver failure (55, 56). Interestingly, HGF mRNA is
beneficial effects of both nutritional supports in  upregulated by these nutrients in the regenerating liver
nomn-steatotic livers may probably derive among other  and HGF mRNA expression followed a similar pattern
factors, from their efficient maintenance of hepatic ATP to that described for 1L-6. Thus, and as previously
levels during regeneration. In accordance, it has been  reported (57-59), HGF up-regulation might be induced
demonstrated that increased parameters of liver regen- by IL-6, a critical component of the regenerative
eration are proportional to the increased ATP in the response (60, 61). To further characterize the effect of

Discussion
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Effects of adipose tissue lipectomy on hepatic adiponectin
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Fig. 11. Effects of lipectomy of white adipose tissue on adiponectinin steatotic livers. Adiponectin levels at 24 h after liver surgery in Ob ani-
mals. Six Ln and six Ob animals in each group were included for each measurement. *£ < 0.05 vs. Sham. “P < 0.05 vs. PHH/R.

glucose and lipids on regencration, cyclin expression
was examined in steatotic livers. It is well-known that
the signalling events that characterize the hepatic regen-
erative response culminate in cyclin-dependent hepato-
cyte re-entry into, and progression through, the cell
cycle (62). As part of this process, hepatocellular cyclin
E expression is induced during G1 and mediate transi-
tion into S phase (46), whereas cyclin A is necessary for
S phase progression (47}, Analysis of cyclins indicated
that the higher benefits of lipids on regeneration were
associated with a differential pattern in the expression of
cyclins. Indeed, the peak in the expression of cyclin E in
steatotic livers treated with lipids occurred at early
reperfusion times (12 h after liver surgery} compared
with glucose treatment (24 h after liver surgery). Also,
cyclin A expression was higher in steatotic livers treated
with lipids at all reperfusion times. Given these observa-
tions into account, lipid treatment seems to be more
efficient in accelerating regeneration of steatotic livers,
specifically during G1 and S phase of the cell cycle, thus
before and during hepatocellular DNA synthesis.

In the presence of hepatic steatosis, lipid treatment
conferred stronger protection against damage and
regenerative failure and increased more ATP than

Liver International (2013}
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glucose. Thus, treatment with lipids rather than with
glucose may be the preferred protective strategy for stea-
totic livers in conditions of PH under I/R. Hercin, we
show that the role of adipose tissue in hepatic damage
and regeneration depends on the type of the liver. Our
results indicate that in contrast with non-steatotic livers,
lack of adipose tissue was detrimental for Ob animals
since the remnant steatotic liver require adipose tissue
for its regeneration in conditions of PH under I/R.
However, adipose tissue does not seem to be used as an
energy source by the steatotic liver. Indeed, lipectomy of
white adipose tissue in untreated Ob animals undergo-
ing PH under I/R exacerbated liver damage and
impaired regeneration following surgery but did not
induce changes in ATP levels. In addition, when adipose
tissue was removed, the beneficial effects of either glu-
cose or lipids on damage and regeneration in steatotic
livers disappeared but ATP levels were not modified.
Given our results, the requirement of systemic adipose
stores during regeneration of steatotic livers might be
based on the role of adipose tissue as source of different
hormones such as adiponectin, which are cssential
signals for liver regeneration. Indeed, adiponectin accu-
mulation in the steatotic liver after PH-I/R was not
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observed when adipose tissue was removed. Neverthe-
less, the role of adipose tissue as a lipid precursor for
new membrane synthesis should not be discarded.

To understand why lipids rather than glucose are
better source of energy for the regenerating steatotic
liver in conditions of PH under I/R, the following data
should be considered. It has been repeatedly demon-
strated that the regenerating liver primarily obtains ATP
by the oxidation of fatty acids (63). Lipid droplets pres-
ent in steatotic livers might be used to supply the energy
needed by remaining hepatocytes to rebuild the liver
(48, 49). Thus, administering a lipid emulsion could
also fuel ATP synthesis. Moreover, B-oxidation of fatty
acids from lipid droplets present in the steatotic livers
could negatively affect the effective use of exogenous
glucose for ATP synthesis. Indeed, enhancement of fatty
acids [P-oxidation within the liver results in the
production of reducing equivalents (NADH) and
acetyl-coenzyme A, which will reduce the mitochondrial
redox potential, prevent the entrance of pyruvate into
the Krebs cycle and ultimately inhibit glucose oxidation
(64).

To explain the stronger protection induced by lipids
in steatotic livers in comparison with that afforded by
glucose treatment, it should be considered not only the
higher hepatic ATP levels recorded in steatotic livers
treated with lipids, but also the fact that glucose treat-
ment increased hepatic CER levels and reduced S1P/
ceramide ratio when compared with lipid treatment.
The important role of CER in the pathogenesis of insu-
lin resistance and other obesity-associated metabolic
disorders has been reported (65-69). Importantly, the
presence of CER and reduced S1P/CER ratio favours
hepatic damage and might negatively affect the regener-
ation process (16, 70, 71}. Indeed, in cultured cells it has
been reported that CER affect cyclin A expression,
induce arrest in the Go/G1 phase of the cell cycle (72,
73), and reduce c-Myc expression, a nuclear phospho-
protein that has an important role in the progression of
cells through the different phases of the cell cycle (74).
Moreover, it should be considered that in contrast to
glucose treatment, lipids increased phosphelipids in
steatotic livers, which are a major component of cell
membranes, thus  maintaining  structural  integrity
between the cell and its environment. Some types of
phospholipids can be split to produce products that
function as second messengers in signal transduction
and also intervene in prostaglandin signal pathways (75,
76). Although glucose is routinely used to treat post-
operative hypoglycaemia in patients following hepatic
resection (8), its contribution to liver damage and
regeneration remains unclear. Herein, we reported that
both lipid and glucose infusion might increase the
regenerating capacity of non-steatotic livers. In the pres-
ence of steatosis, lipids rather than carbohydrate are
more efficient in regenerating the remmnant liver after
surgery. Importantly, and although some patients suf-
fering from liver disease display severe maldigestion and
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malabsorption of lipids, which contraindicate their
administration by an enteral route (64}, the intravenous
administration of lipid emulsions may resolve this issue.
However, before its parenteral clinical use in liver
surgery, some considerations should be taking into in
account. The lipid cocktail might increase free fatty
acids, which are known to have hepatotoxic effects (77-
79). Thus, deaths in infants following parenteral lipid
infusion have been reported, especially in premature
infants, because of the low concentrations of lipoprotein
lipase in these infants, which result in lower clearance of
intravenous lipid emulsion and increased free fatty acid
plasma concentrations (78, 79). These events are pri-
marily associated with the dose used and the long-term
administration of intravenous lipid emulsion. There-
fore, lipid concentrations should be closely monitored
in patients receiving intravenous lipid emulsion who are
at high risk for hypertriglyceridaemia. By taking these
precautions, clinicians can substantially reduce the risk
of adverse effects in patients receiving intravenous lipid
emulsion (78, 79). Finally, our results suggest that strat-
egies based in the reduction or abolition of peripheral
adipose tissue might be detrimental in surgical condi-
tions requiring liver regeneration in the presence of stea-
tosis, including partial resection and transplantation of
small-for-size liver grafts.
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2. Estudio 2

Resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic livers in

the setting of partial hepatectomy under ischemia-reperfusion

Maria Elias-Miré*, Mariana Mendes-Braz*, Ruben Cereijo, Francesc Villarroya, Monica B.
Jimenez-Castro, Jordi Gracia-Sancho, Sergi Guixe-Muntet, Marta Massip-Salcedo, Joan Carles
Domingo, Raquel Bermudo, Juan Rodes, Carmen Peralta.

*Ambos autores contribuieron de la misma forma al presente trabajo

Journal of Hepatology. 2014; 60(1):87-95

Objetivos: Este estudio analizé si la modulacion farmacoldgica de la accion de la resistina y
visfatina podrian reducir el dafio y mejorar la regeneracion en higados esteatdsicos y no
esteatdsicos sometidos a la PH bajo I/R. Métodos: Los higados esteatdsicos y no esteatdsicos
fueron sometidos a PH bajo I/R y tratados farmacoldgicamente con inhibidores o activadores de la
accion de la resistina y visfatina. Resultados: Ni la resistina ni la visfatina estan implicadas en la
lesidn y regeneracion en higados no esteatdsicos sometidos a PH bajo oclusiéon vascular. Sin
embargo, tras la cirugia hepatica de los animales obesos, se observé un aumento de los niveles de
resistina en el higado esteatdsico y en el plasma, sin cambios de esta adipocitoquina en el tejido
adiposo. En tales condiciones se observd una reduccion en la expresion de visfatina en el higado
esteatdsico y niveles elevados de visfatina en el plasma y en el tejido adiposo. Nuestros resultados
indicaron que la resistina endégeno mantiene bajos los niveles de visfatina en el higado porque
inhibe la recaptacion de visfatina desde la circulacién sistémica al higado, regulando asi los efectos
perjudiciales de esta adipocitoquina en la lesion y regeneraciéon. De hecho, la administracion de
anticuerpos anti-resistina aumentd la acumulaciéon hepatica de visfatina derivada de los
adipocitos, lo que agravo el dafio hepatico y el fallo regenerativo en higados esteatdsicos. El
tratamiento con anticuerpos anti-visfatina protegié el higado esteatdsico y similares resultados se
obtuvieron cuando se inhibieron simultaneamente la resistina y la visfatina. Por consiguiente, al
inhibir la visfatina, los efectos perjudiciales de los anticuerpos anti-resistina desaparecieron. En el
presente estudio se ha evidenciado que la regulacién positiva de la visfatina aumenta los niveles
de NAD en el higados esteatdsico remanente tras la cirugia, mientras que la inhibicion de la

visfatina redujo tales niveles. La visfatina puede favorecer la sintesis de NAD en lugar de DNA e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Resistin+and+visfatin+in+steatotic+and+non-steatotic+livers+in+the+setting+of+partial+hepatectomy+under+ischemia-reperfusion
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inducir alteraciones en el metabolismo de aminodcidos-ciclo de la urea y la produccion de NO, lo
cual influencia negativamente la viabilidad del higado esteatdsico. Conclusiones: Nuestros
resultados indican el potencial clinico de terapias basadas en el bloqueo de la visfatina en higados

esteatdsicos sometidos a la PH bajo I/R.
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Resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic livers in
the setting of partial hepatectomy under ischemia-reperfusion
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Background & Aims: This study examined whether the regula-
tion of resistin and visfatin could reduce damage and improve
regeneration in both steatotic and non-steatotic livers undergo-
ing partial hepatectomy under ischemia-reperfusion, a procedure
commonly applied in clinical practice to reduce bleeding.
Methods: Resistin and visfatin were pharmacologically modu-
lated in lean and obese animals undergoing partial hepatectomy
under ischemia-reperfusion.

Results: No evident role for these adipocytokines was observed
in non-steatotic livers. However, obese animals undergoing liver
surgery showed increased resistin in liver and plasma, without
changes in adipose tissue, together with visfatin downregulation
in liver and increment in plasma and adipose tissue. Endogenous
resistin maintains low levels of visfatin in the liver by blocking its
hepatic uptake from the circulation, thus regulating the visfatin
detrimental effects on hepatic damage and regenerative failure.
Indeed, the administration of anti-resistin antibodies increased
hepatic accumulation of adipocyte-derived visfatin, exacerbating
damage and regenerative failure. Interestingly, treatment with

Keywords: Liver surgery; Hepatic steatosis; Regeneration; Resection; Adipocyto-
kines; lschemia-reperfusion.
Received 27 March 2013; received in revised form 28 june 2013; accepted 18 July
20173; availeble onfine 19 August 2013
« Corresponding author. Address: Institut d'lnvestigacions Biomédiques August
Pi i Sunyer (IDIBAFS), Esther Koplowitz Center, Roselld 149-153, 3rd floor, 08036
Barcelona, Spain. Tel.: +34 932275400x4177; fax: +34 933129406,
E-mail address: cperalta@clinic.ub.es (C. Peralta)

T These authors contributed equally to this work.
Abbreviations: PH, partial hepatectomy: I/R, ischemia-reperfusion; Nampt, nico-
tinamide phosphoribosyltransferase; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide;
TNF, tumor necrosis factor; IL, interleukin; OB, obese; Ln, lean; BrdU, bromo-de-
oxyuridine; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; HGF,
hepatocyte growth factor; TGF, transforming growth factor; MPO, myeloperoxi-
dase; MDA, malondialdehyde; LDL, Low-density lipoprotein; VLDL, very-low-de-
nsity lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; GDH, glutamate dehydrogenase;
CFT2, camitine palmytoil transferase-2; MCAD, medium chain acyl-CoA dehydro-
genase; FGF21, fibroblast growth factor-21; 50D2, superoxide dismutase-2; GPX1,
gluthathione peroxidase-1; SCD1, stearoyl-CoA desaturase-1; FAS, [alty acid
synthase; COXL cytochrome ¢ oxidase subunit [; COXIV, ¢ytochrome ¢ oxidase
subunit [V.

ELSEVIER

anti-visfatin antibodies protected steatotic livers, and similar
results were obtained with the concomitant inhibition of resistin
and visfatin. Thus, when visfatin was inhibited, the injurious
effects of anti-resistin antibodies disappeared. Herein we show
that upregulation of visfatin increased NAD levels in the remnant
steatotic liver, whereas visfatin inhibition decreased them. These
later observations suggest thar visfatin may favour synthesis of
NAD instead of DNA and induces alterations in amino acid
metabolism-urea cycle and NO production, overall negatively
affecting liver viability.

Conclusions; Our results indicate the clinical potential of visfatin
blocking-based therapies in steatotic livers undergoing partial
hepatectomy with ischemia-reperfusion.

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

Introduction

In clinical situations, partial hepatectomy {PH) under ischemia-
reperfusion (I/R) is usually performed to control bleeding during
parenchymal dissection |1]. More than 20% of patients coming to
liver resection have some degree of steatosis, usually related to
obesity [2.3]. Hepatic steatosis is a major risk factor for liver sur-
gery since it is associated with an increased complication index
and postoperative mortality after major liver resection [4].

Under pathological conditions, adipose tissue has appeared as
a highly active endocrine gland, secreting adipocytokines such as
resistin and visfatin [5]. However, resistin and visfatin are also
expressed in liver under obesity conditions and during fibrosis
16,7].

Increased levels of resistin have been reported in patients
with cirrhosis, correlating with the severity of the disease [5.8].
Opposite effects of resistin on myocardial injury have been
reported [9].

Visfatin, also known as nicotinamide phosphoribosyltransfer:
ase (Nampt), is critical for the synthesis of nicotinamide adenine
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dinucleotide (NAD) [ 10]. Interestingly, a potential role for visfatin
in the pathogenesis and progression of non-alcoholic fatty liver
disease has been reported [11]. Circulating visfatin levels are
increased in inflammatory disorders [12] and its inhibition
decreases several pro-inflammatory cytokines in cultured cells
and during endotoxemia [13]. However, there are conflicting
results regarding the role of visfatin since other reports indicate
that elevated levels of visfatin in obesity have hepatoprotective
effects [14], or even are not associated with inflammation [15].
Moreover, it is unclear if visfatin exerts its actions through the
modulation of pro-inflammarory cytokine andjor its NAD biosyn-
thetic activity [16,17].

Considering the current knowledge, we herein examined the
generation of resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic
livers undergoing PH under I/R. We also characterized adipose
tissue as predominant source of both adipocytokines in PH under
I/R. Finally, we investigated whether modulating resistin and/or
visfatin could protect steatotic and non-steatotic livers against
damage and regenerative failure following PH under I{R.

Materials and methods
Experimental animals

Male homozygous obese {0b) (400-450 g) and heterozygous lean (Ln) Zucker rats
(350-400 g} and male Wistar rats (200-220g), fed with a choline-deficient or
standard chow diet for 10days [ 18], were used. Ob Zucker and Ob Wistar rats
showed severe macrovesicular and microvesicular fatty infiltration in hepato-
cytes (60-70% stearosis). All procedures were performed under isofluorane anes-
thesia. This study complied with European Union regulations on animal
experiments.

Surgical procedure

The experiments in this study employed experimental models of partial {70%)
hepatectomy with or without 60 min of ischemiz, as well as 60 min of ischemia
without hepatectomy [4,19]. Samples were collected 24 h after completion of
the surgical procedure. The experimental groups based on the pharmacological
maodulation of visfatin and or resistin, and the different binchemical and molecu-
lar analyses are described in Supplementary Materials and methods.

Results

Resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic livers from Zucker
rats undergoing PH + I/R

In Ln Zucker animals, resistin and visfatin levels in liver, plasma
and adipose tissue of the PH + IR group were similar to those
found in the Sham group (Fig. 1A). This is consistent with the
finding that pharmacological modulation of either resistin or visf-
atin (administering these adipocytokines separately or using
antibodies against each cytokine) in Ln animals undergoing
PH + I{R did not induce changes in either hepatic damage or liver
regeneration parameters (data not shown).

In Ob Zucker animals, plasmatic and hepatic resistin mRNA
and protein levels of the PH + /R group were higher than in the
Sham group (Fig. 1A), whereas resistin levels in adipose tissue
were unmodified. [n addition, a reduction in visfatin mRNA and
protein levels was observed in steatotic livers of the PH+I/R
group compared with sham, whereas visfatin levels in plasma
and adipose tissue were increased.
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Relevance of resistin and visfatin on hepatic damage and
regenerative failure in steatotic livers from Zucker rats undergoing
PH+I/R

Administration of anti-resistin antibodies (PH + I/R + anti-resistin
group) resulted in hepatic damage exacerbation, an increase in
transaminase levels, damage score values and the extension of
necrosis areas compared with the PH+I/R group (Fiz. 1B and
Supplementary Fig. 1A). The number of Ki-67-positive hepato-
cytes (Fig. 1B and Supplementary Fig. 1B), BrdU-positive hepato-
cytes (Fiz. 1B) and mitotic index {data not shown) in the PH +
I/R + anti-resistin group were significantly lower than in the
PH + I/R group. This decrease in proliferative cells was associated
with low HGF and high levels of active TGF-}} (Fig. 1B).

Administration of anti-visfatin antibodies (PH + [{R + anti-
visfatin group) protected steatotic livers as indicated by the
reduction in transaminases, number and extent of necrotic areas
and damage score values compared with the PH+ /R group
(Fig. 1B and Supplementary Fig. 1A). PH+IfR+ anti-visfatin
increased percentages of Ki-67-positive hepatocytes and BrdU-
positive hepatocytes (Fig. 1B and Supplementary Fig. 1B) and
mitotic index {data not shown) in steatotic livers compared with
the PH + I/R group. This improvement was associated with high
HGF and low TGE- levels.

Relation between resisitin and visfatin in steatotic livers form Zucker
rats undergoing PH + IjR

Fig. 1C shows that endogenous resistin does not modify the hepa-
tic generation of visfatin but prevents its accumulation in the
liver from the circulation. Indeed, anti-resistin antibody adminis-
tration (PH + I/R + anti-resistin group) did not induce changes in
the hepatic mRNA levels of visfatin but increased protein levels
of visfatin in steatotic livers. Visfatin accumulation was associ-
ated with a decrease in visfatin levels in both adipose tissue
and plasma compared with the PH + I{R group {Fig. 1C). Removal
of adipose tissue in Ob animals by surgical interventions {(PH +
IR+ LPT group) resulted in diminished visfatin levels in plasma
compared with the PH + I/R group. In addition, visfatin accumula-
tion in steatotic livers after resistin antibody administration
(PH + I/R + anti-resistin group) was not observed when adipose
tissue was removed (PH + I/R + LPT + anti-resistin group). Analy-
sis of intrahepatic localization of visfatin demonstrated that it
is mainly expressed in hepatocytes, whereas non-apparent
immunoreactivity for visfatin was confined to sinusoids and
hepatic vessels (Supplementary Fig. 2). Visfatin staining was less
evident in steatotic livers of the PH+ /R group compared with
the Sham group. However, a more robust visfatin expression in
hepatocytes was observed in steatotic livers of PH + I/R + anti-
resistin and PH + /R + visfatin groups when compared with the
Sham of PH + [/R groups. Moreover, visfatin was mainly accumu-
lated in hepatocytes of sham-operated Ob livers after visfatin
administration (data not shown).

Effects of visfatin accumulation on damage and regeneration in
steatotic livers from Zucker rats undergoing PH + I/R

Exogenous visfatin was administered to achieve hepatic visfatin
protein levels comparable to the PH+ I/R + anti-resistin group.
Visfatin administration {PH + /R + visfatin group) significantly
exacerbated hepatic injury compared with the PH+I{R group
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Fig. 1. Resistin and visfatin in Ln and Ob Zucker rats undergoing PH + I/R. (A} Resistin and visfatin levels in liver, plasma and mesenteric, perirenal and epididymal
adipose tissue, (B} hepatic injury and regeneration and (C) visfatin levels after lipectomy of adipose tissue. Six Ln and six Ob animals from each group in each measurement.
“p<0.05 vs. sham; "p <005 vs. PH+1R

(Fig. 2A and Supplementary Fig. 1A). The number of Ki-67-posi- lower in the PH + I/R + visfatin group than in the PH + /R group.
tive hepatocytes, BrdU-positive hepatocytes {Fig. 2A and Supple This decrease in proliferative cells was associated with low HGF
mentary Fig. 1B) and the mitotic index {data not shown) were and high TGF-p (Fig. 2A). The pernicious role of visfatin on liver
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IfR. (A} Hepatic injury and regeneration and (B} hepatic inflammatory response and NAD levels. Six Ob animals from each group were included for each measurement.

“p <0.05 vs. sham; "p <0.05 vs. PH + [[R.

viability after PH + /R was further analysed studying liver injury
and regeneration in a group of animals with elevated hepatic
visfatin  but inhibited wvisfatin-downstream pathway {PH+
I/R + anti-Resistin + anti-visfatin group). Interestingly, livers from
these animals showed a significant amelioration of liver injury
and regeneration in comparison to livers with normally function-
ing visfatin pathway (PH + I{R group). Indeed, no differences in
transaminases, damage score values {Fig. 2A and Supplementary
Fig. 1A), percentage of Ki-67-positive hepatocytes, percentage of
BrdU-positive hepatocytes, or growth factor levels (Fig. 2A and
Supplementary Fig. 1B) were observed when comparing PH+
I/R + anti-Resistin + anti-visfatin ~ and  PH + I/R + anti-visfatin
groups. Exogenous administration of resistin, aimed at reducing
intrahepatic visfatin accumulation, did not effectively modify
hepatic visfatin mRNA or protein levels compared to the PH +
I/R group (data not shown). Thus, in terms of good surgical

outcomes, the conditions required to protect steatotic livers
against visfatin-derived damage and regenerative failure are
determined by inhibition of the hepatic visfatin pathway using
antibody therapy against this cytokine,

Underlying mechanisms of visfatin in steatotic livers from Zucker
rats undergoing PH + /R

We next attempted to identify, which activity of visfatin - pro-
inflammatory cytokine synthesis-like activity and/or NAD
biosynthetic activity - is responsible for the injurious effects of
visfatin on damage and regenerative failure of steatotic livers
undergoing PH + [{R. The involvement of TNF-ot and IL-15 in the
inflammatory response induced by visfatin [13] and that associ-
ated with liver I/R [20] is well known. As expected, PH+ /R
resulted in elevation of hepatic TNF-A and IL-1B neutrophil
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accumulation, oxidative stress and edema formation in compari
son to the Sham group (Fig. 2B). Interestingly, those animals with
increased visfatin concentration within the liver (PH + |/R + visfa-
tin and PH+ /R + anti-resistin groups) did not show further
increments in TNE-A, IL-1B MPO and MDA levels nor in edema
formation in comparison to the PH+I/R group. Similarly, when
hepatic visfatin action was inhibited (PH+ /R +anti-visfatin
and PH + /R + anti-Resistin + anti-visfatin groups) the inflamma-
tory parameters were similar to those of the PH+I/R group
(Fig. 2B). No modifications in inflammatory markers were found
analyzing earlier times (6 and 12 h after completion of the surgi-
cal procedure) {Supplementary Fig. 3).

However, we herein show a correlation between visfatin and
NAD levels in steatotic livers undergoing PH+ I/R. In fact, the
administration of either visfatin (PH + /R + visfatin group) or
antibodies against resistin (PH + [{R + anti-resistin group}, which
upregulated visfatin levels, increased hepatic NAD levels in com
parison to the PH + I/R group (Fig. 2B). Moreover, when visfatin
action was inhibited {PH + I/R + anti-visfatin and PH + /R + anti-
Resistin + anti-visfatin groups), NAD levels in steatotic livers
were also reduced. No upregulation of NAD levels was observed
in Ln animals undergoing PH + /R after visfatin administration
(data not shown).

Effects of pharmacological modulation of visfatin on lipid
metabolism, protein metabolism and mitochondria dysfunction in
steatotic livers from Zucker rats undergoing PH + /R

As previously described [21], hepatic accumulation of fatty drop-
lets and triglyceride levels were observed in the PH + [/R group vs.
the Sham group (Fig. 3A and C}, which was not observed in ani-
mals without adipose tissue (PH +1/R+ LPT group) (data not
shown). The pharmacological modulation of visfatin in Ob ani-
mals undergoing liver surgery did not induce changes in the
parameters of lipid metabolism. Indeed, PH + /R + anti-visfatin
and PH+ /R +visfatin groups resulted in hepatocellular fatty
infiltration and hepatic triglyceride levels similar to those of
the PH + I/R group. Plasma LDL, VLDL, HDL, fatty acids and total
cholesterol levels followed a similar pattern to that described
for triglycerides (data not shown). In addition, compared with
the PH + /R group, the expression of critical regulators for lipid
catabolism, mitochondrial fatty acid oxidation (CPT2, MCAD
and FgF21) and fatty acid synthesis (SCD1 and FAS) in steatotic
livers of the PH + [/R + anti-visfatin and PH + [/R + visfatin groups
was unaltered {Fig. 3A). Moreover, the pharmacological modula-
tion of either resistin or visfatin in sham-operated Ob Zucker rats
did not induce changes in either hepatic damage, regeneration
parameters or lipid metabolism (data not shown).

PH + IR affected mitochondrial function in steatotic livers, as
evidenced by the reduction in cytochrome c oxidase activity and
ATP levels, and the increase in cytosolic cytochrome ¢ and cas-
pase 8 activity levels when compared with the Sham group
(Fig. 3B). Liver surgery affected mainly Coxd mRNA expression
whereas no changes in Cox] mRNA were detected (data not
shown). All these changes in mitochondrial parameters were
unmodified after pharmacological modulation of visfatin
(PH + IR + anti-visfatin and PH + I/R.+ visfatin groups). Regarding
mitochondrial redox status, PH+I/R+ anti-visfatin and PH+
IfR + visfatin did not modify either GPX! mRNA expression or
mitochondrial MDA levels in steatotic livers when compared with
the PH+I/R group (Fig. 3B). Similar results were observed
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analyzing SOD2 mRNA levels {data not shown). On the other
hand, alterations in amino acid metabolism in steatotic livers
were observed after pharmacological modulation of visfatin.
Indeed, high levels of both total free essential and non-essential
amino acids were observed in plasma of PH+I/R, PH+
I/R + anti-visfatin and PH + [/R + visfatin when compared with
the Sham group (Fig. 4A). [nterestingly, lower and higher free
arginine levels were observed in PH+I[/R+ anti-visfatin and
PH + [jR + visfatin groups respectively, when compared with the
PH + /R group. Arginine is involved in urea cycle (detoxification
of ammonia to produce urea) and NO production [22]. Further
analysis revealed that PH+I/R+ anti-visfatin reduced GDH
activity (a NAD-dependent enzyme), a-ketoglutarate, NH4", urea
levels and NO production in steatotic livers when compared with
the PH+IfR (Fig. 4B and C). Conversely, PH +I/R+ visfatin
increased GDH activity, «-ketoglutarate and NH4" levels in stea-
totic livers when compared with the PH + I/R, which was associ

ated with increased urea levels and NO production (Fig. 4C).

Effects of pharmacological modulation of resistin and visfatin in
steatotic livers from Zucker rats undergoing either PH or I/R

In PH and IfR groups, resistin and visfatin levels in liver, plasma
and adipose tissue of Ob animals were similar to those found in
the Sham group (Supplementary Fig. 4A). Moreover, in Ob ani-
mals no effects on hepatic damage or liver regeneration were
observed after resistin or visfatin pharmacological modulation
(Supplementary Fig. 4B).

Resistin and visfatin formation in steatotic and non-steatotic livers
from Wistar rats undergoing PH + I/R

Next, we investigated whether resistin and visfatin formation
upon PH + /R is a general phenomenon of animals with steatotic
livers and not a phenomenon restricted to Zucker rats. As shown
in Supplementary Fig. 5, resistin and visfatin levels in liver,
plasma and adipose tissue of Ln and Ob Wistar animals, showed
a similar partern o those described for Ln and Ob Zucker animals,
respectively.

Discussion

To the best of our knowledge, there are not previous studies
reporting changes in resistin levels when livers are submitted
to PH under IfR, a procedure commonly applied in clinical sur-
gery. Using a well-characterized model of experimental PH+
I/R, we have observed that in contrast to non-steatotic livers
(which show no modification in this cytokine), resistin was
increased in livers with steatosis in response to PH + I/R. Two
hypotheses might explain why resistin is detected in the liver.
First, resistin may be taken up from the circulation by liver cells.
Second, the liver may generate resistin by itsell. Our study
describes upregulation in both mRNA and protein levels of
resistin in the steatotic liver, no modifications in adipose tissue
content, together with a concomitant increase of the cytokine
in the systemic circulation, altogether suggesting that reperfu-
sion of ischemic lobes of steatotic liver results in production
and release of tissue-associated resistin to the circulation. Con-
trarily, significantly increased ability of adipose tissue to produce
visfatin is observed in Ob animals submitted to PH + I/R, and may
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Fig. 3. Effects of visfatin on lipid metabolism and mitochondrial parameters in 0b Zucker rats undergoing PH +I/R. {A) Hepatic lipid metabolism parameters, (8}
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(This figure appears in colour on the web.}

explain the elevated visfatin circulating levels observed in these
animals. The contribution of steatotic livers to circulating visfatin
levels appears to be minor since it clearly had lower visfatin
mRNA and protein levels after PH + I/R, presumably attributable
to impaired hepatic production. This finding is in line with previ-
ous data showing that visfatin is downregulated under stress
conditions in the heart, at both protein and mRNA levels [23].
In line with this, it has been also suggested that the expression
of visfatin is regulated in a stimulus-dependent manner [23].
The effects of strategies based on modulating either resistin or
visfatin on damage and regenerative failure in livers suffering PH
under I/R have not been determined previously. Herein we have
shown that neither resistin nor visfatin play a crucial role in
non-steatotic livers. However, a very different scenario is
observed in animals with hepatic steatosis, since we report evi-
dence of the injurious effects of visfatin in steatotic livers, sug-
gesting the clinical potential of visfatin-blocking-based drugs in

ative photographs of red oil staining (10x). Six 0b animals [rom each group in each measurement. “p <0.05 vs. sham.

steatotic livers undergoing PH + I/R. Our results show for the first
time that the spontaneous upregulation of resistin in steatotic
livers in conditions of PH + I/R may be a compensatory mecha-
nism to maintain low hepatic visfatin levels. In fact, here we
show the importance of preventing increments in hepatic visfatin
in steatotic livers to protect them against damage and regenera-
tive failure,

A possible mechanism to explain why endogenous resistin
maintains the low levels of visfatin in the steatotic livers follows.
It appears unlikely that visfatin accumulation observed in stea-
totic livers after resistin inhibition can be attributed to an
increase in visfatin generation by the liver. In fact, administration
of antibodies against resistin did not modify the levels of visfatin
mRNA in the steatotic liver. However, resistin blockade induced
the release of visfatin from adipose tissue to the circulation,
which ultimately could be taken up by hepatic cells. Indeed, a sig-
nificant accumulation of visfatin within the liver, but not in
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plasma, was observed in the PH + /R + anti-resistin group of ani-
mals. Moreover, adipose tissue visfatin origin was confirmed
since hepatic visfatin accumulation was no longer observed when
adipose tissue was removed. Very importantly, the injurious
effects derived from visfatin accumulation can be abolished using
visfatin-neutralizing antibodies.
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Further studies (which are beyond the scope of the present
study) will be required to elucidate how visfatin is taken up into
heparocytes. Although the specific receptors or transporters for
visfatin in hepatic cells remain to be identified [24], the possibil-
ity that visfatin might be taken up {with intact enzymatic activ-
ity) into hepatocytes by a transport mechanism, not identified
to date, should not be discarded. Indeed, recent data indicate that
visfatin acts as an intracellular NAD biosynthetic enzyme and it is
not enzymatically active in the bloodstream [25]. In addition, it
has been suggested that circulating visfatin can likewise enter
the brain compartment, probably via an unknown active trans-
port mechanism [26].

Mext, we investigated why the inhibition of the visfatin path-
way is crucial to protect steatotic livers in conditions of PH under
I/R. To our knowledge, our results are the first indicating that visf-
atin functions as an NAD biosynthetic enzyme in steatotic livers
undergoing PH + IfR. This could partially explain the injurious
effects of visfatin in liver surgery. Indeed, high visfatin levels in
steatotic livers were associated with high hepatic NAD, increased
hepatic damage and regenerative failure. Consequently, visfatin
inhibition was associated with low NAD levels and protection
against damage and regenerative failure of steatotic livers. To
understand these results, the following observations should be
considered. First, GDH is a mitochondrial matrix enzyme that
plays an important role in the modulation of amino acid catabo-
lism in the liver. GDH catalyzes the dehydrogenation of gluta-
mate to o-ketoglutarate and ammonia with NAD+ as a cofactor
and their activation in the liver leads to hyperammonemia. In
the liver, NH4" enters the urea cycle and then, arginine induces
urea formation and NO production [22]. In our hands, visfatin
increased GDH activity and this was associated with high NH4+
levels, high arginine and increased NO production. Importantly,
injurious effects of NO in PH + I/R-derived hepatic damage have
been previously described [4]. In addition, urea itself is responsi-
ble for extracellular acidification [27], and NH4+ is highly damag-
ing due to changes in cellular pH, lysosomal system of
hepatocytes and swelling of susceptible cells by altering the
osmotic balance [28]. Second, it should be considered that in
the current study we evaluated hepatic regeneration 24 h after
PH, and it should be noted that the period 16-28 h after PH is a
very rapid DNA synthesis one [29]. It appears that during this
regeneration phase, DNA synthesis occurs at the expense of
NAD synthesis. Indeed, an inverse correlation between NAD con-
tent and DNA content was reported [29]. [n our opinion, strate-
gies aimed at blocking visfatin action in steatotic livers are
required to protect this type of liver against damage and regener-
ative failure probably because visfatin in the remnant steatotic
liver could favour the synthesis of NAD instead of DNA. This could
be the result of competition for common precursors and cofactors
namely ATP, ribose 1-phosphate 5-pyrophosphate and adenine
between the two synthetic pathways.

On the other hand, it should be noted that PH + I/R did not
induce changes in either resistin or visfatin in non-steartotic livers
and this suggests that strategies aimed at regulating these adipo-
cytokines would be irrelevant in non-steatotic livers under these
surgical conditions. In line with this, the administration of visfa-
tin to Ln animals undergoing PH + I/R did not affect NAD levels,
damage or regeneration. The mechanisms involved in damage
and regeneration in liver surgery are very different in steatotic
and non-steatotic livers [4,21,30,31]. Thus, the same drug might
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have no effects, or even opposite effects on damage and regener-
ation depending on the type of liver.

[n conclusion, steatotic livers are more vulnerable to overex-
press resistin and downregulate visfatin following PH under I/R.
Endogenous resistin does not modify the generation of visfatin
by steatotic livers but rather blocks its hepatic re-uptake from
adipose tissue, and a similar result is obtained supplementing
stearotic livers with exogenous resistin. An inhibition of the visf-
atin-downstream pathway using antibody therapy against this
cytokine is required to protect steatoric livers against damage
and regenerative failure (Supplementary Fig, G). NAD biosyn-
thetic activity rather than inflammatory response-like activity is
responsible for the injurious effects of visfatin on damage and
regenerative failure in steatotic livers submitted to surgery. From
the point of view of clinical application, drugs aimed at blocking
visfatin action in steatotic livers may provide a novel therapeutic
approach to clinical conditions in which IfR and liver regenera-
tion occur including hepatic resections and small steatotic liver
transplants. Nevertheless, intensive investigations will be neces-
sary to evaluate if the benefits of these strategies observed in
experimental models of PH under [/R could be extrapolated to
the clinical practice,
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Supplementary Data:

Resistin and visfatin in steatotic and nonsteatotic livers in the setting of

partial hepatectomy under Ischemia-reperfusion
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Supplementary material and methods
Experimental groups
Resistin and Visfatin in steatotic and non-steatotic livers from Zucker rats
undergoing PH+I/R
1). Sham. Hepatic hilar vessels of animals were dissected.
2). PH+I/R. Animals underwent partial hepatectomy (70%) under 60 minutes of
ischemia.
3). PH+I/R+anti-Resistin. As in group 2, but treated with a neutralizing antibody
against resistin.
4). PH+I/R+anti-Visfatin. As in group 2, but treated with a neutralizing antibody
against visfatin.
5). PH+I/R+anti-Resistin+anti-Visfatin. As in group 2, but treated with a
neutralizing antibody against resistin and a neutralizing antibody against
visfatin.

6). PH+I/R+Resistin. As in group 2, but treated with resistin.
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7). PH+I/R+Visfatin. As in group 2, but treated with visfatin.
8). PH+I/R+lipectomy of white adipose tissue (PH+I/R+LPT). As in group 2, but
mesenteric, perirenal, retroperitoneal and epididymal adipose tissue were
resected and extracted before starting PH+I/R [1].
9). PH+I/R+LPT+anti-Resistin. As in group 8, but treated with a neutralizing
antibody against resistin.
10). Sham+anti-Resistin. As in group 1, but treated with a neutralizing antibody
against resistin.
11). Sham+anti-Visfatin. As in group 1, but treated with a neutralizing antibody
against visfatin.

Effects of pharmacological modulation of resistin and visfatin in steatotic

livers from Zucker rats undergoing either PH or I/R.
12). PH. Animals underwent partial hepatectomy (70%).
13). I/R group. Animals underwent 60 minutes of ischemia.
14). PH+anti-Resistin. As in group 12, but treated with a neutralizing antibody
against resistin.
15). I/R+anti-Resistin. As in group 13, but treated with a neutralizing antibody
against resistin.
16). PH+anti-Visfatin As in group 12, but treated with a neutralizing antibody
against visfatin.
17). I/R+anti-Visfatin. As in group 13, but treated with a neutralizing antibody
against visfatin.
Resistin and visfatin formation in steatotic and non-steatotic livers from Wistar
rats undergoing PH+I/R

18). Sham group. Hepatic hilar vessels of animals were dissected.
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19). PH+I/R group. Animals underwent partial hepatectomy (70%) under 60

minutes of ischemia.

The doses and the pre-treatment times for the different drugs used in the
current study were selected on the basis of previously published studies [2-5]
and preliminary studies from our group. These are the following: antibody
against resistin (1 mg/kg i.v.; Merck Millipore, USA) and antibody against
visfatin (500 pg/kg i.v.; Adipogen Inc., Korea) 30 minutes before the surgical
procedure [2,3]; resistin (100 pg/kg i.v., PeproTech Inc, USA) and visfatin (50
Mg/kg i.v.; Enzo Life Sciences, Switzerland) 10 minutes before the surgical
procedure [4,5]. Control experiments were performed with the drug vehicles.

Plasma, liver and white adipose tissue samples were collected 24 hours after
completion of the surgical procedure. To measure DNA synthesis, bromo-
deoxyuridine (BrdU) was administered (50 mg/kg. i.p.) 1 hour before sacrifice
and processed to determine BrdU incorporation [6,7]. To evaluate the
inflammatory response, animals were subjected to interventions similar to that
used for groups 2-7, but liver samples were obtained at 6 and 12 hours after

completion of the surgical procedure.

Biochemical Determinations

Aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) in
plasma and hepatocyte growth factor (HGF), active transforming growth factor B
(TGF-B) and caspase 8 in liver were measured as described elsewhere [8].
Visfatin and resistin levels in plasma, liver and adipose tissue and NAD levels in

liver were measured by enzyme-linked immunosorbent technique following
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manufacturer’s instructions. Commercial kits from Adipogen Inc., Korea; Leti
Diagnostics, Spain and BioVision, Inc., USA, were used for visfatin, resistin and
NAD measurements, respectively. Myeloperoxidase (MPO, as an index of
neutrophil accumulation), edema formation, TNF-qa, IL-13 and ATP levels in liver
were measured as described elsewhere [9]. MDA (as an index of oxidative
stress) was measured in liver and mitochondrial fractions [9,10]. Cytochrome ¢
oxidase was measured in mitochondrial fractions [11] using commercial Kits
from Sigma, Spain. Low-density lipoprotein (LDL), very-low-density lipoprotein
(VLDL), high-density lipoprotein (HDL), fatty acids and total colesterol were
measured following standard procedures. Concentrations of total free essential
and non-essential amino acids were measured in plasma following mass trak
amino acid derivatization technique, using 6-aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate and ultra high permance liquid cromatography.
Urea, NH4*, a-Ketoglutarate and glutamate dehydrogenase (GDH) in liver were
evaluated as previously described [12,13] using commercial kits from BioVision,

USA.

Western blotting

Liver tissues were processed to obtain cytosolic fractions [11]. Western blotting
for total and cytosolic fractions of cytochrome c, was performed as described
[14], using the following antibodies: cytochrome ¢ (Cell Signalling Technology,

USA) and B-Actin (Sigma, Spain).
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RNA Isolation and Reverse Transcription and Quantitative Polymerase Chain
Reaction

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Quantitative real-
time polymerase chain reaction analysis were performed with Assays-on-
Demand TagMan probes (Rn 00595224 m, resistin; Rn00822043 m1, visfatin;
Rn00563995 m1, carnitine palmytoil transferase-2 (CPT2); Rn00566390 _m1,
medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD);, Rn00590706, fibroblast
growth factor-21 (FGF21); Rn00566942 g1, superoxide dismutase-2 (SOD2);
Rn00577994 g1, gluthathion peroxidase-1 (GPX1); Rn00594894 g1, stearoyl-
CoA desaturase-1 (SCD1); Rn00685720_m1, fatty acid synthase (FAS),
Rn03296721_s1, cytochrome c¢ oxidade subunit | (COXI); Rn00567950_m1,
cytochrome ¢ oxidase subunit IV (COXIV); Rn00667869 m1, pB-actin;
Hs99999901 s1, 18SrRNA) (Applied Biosystems, CA) according to the

manufacturer’s protocol.

Histology, Red Oil staining, and Immunohistochemistry

To appraise the severity of hepatic injury, we graded hematoxylin and eosin—
stained sections with a point counting method on an ordinal scale: (0) minimal
or no evidence of injury; (1) mild injury consisting of cytoplasmic vacuolation
and focal nuclear pyknosis; (2) moderate to severe injury with extensive nuclear
pyknosis, cytoplasmic hypereosinophilia, and a loss of intercellular borders; (3)
severe necrosis with disintegration of hepatic cords, haemorrhaging, and
neutrophil infiltration; and (4) very severe necrosis with disintegration of hepatic
cords, haemorrhaging, and neutrophil infiltration (5). Liver steatosis was

evaluated via red oil staining on frozen specimens, and the percentage of
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steatosis was calculated by image analysis according to the standard procedure
[8]. The proportion of proliferating cells was estimated by Ki-67 immunostaining
using a monoclonal antibody against Ki-67 (clone SP6, Abcam, UK), and
quantification of hepatocytes which incorpored BrdU [7]. The mitotic index was
determined in hematoxylin and eosin—stained liver sections [8]. At least 30 high-
power fields per slide were counted. For visfatin immunochemistry, a polyclonal

antibody against visfatin from Abcam, UK, was used.

Statistics
Data are expressed as means and standard deviations, and they were
compared statistically via a 1-way analysis of variance and then a post hoc

Student-Newman-Keuls test; a p value <0.05 was considered significant.
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Supplementary figure legends

Fig. 1. Histological lesions and immunohistochemical staining of Ki-67-
positive hepatocytes in Ob Zucker rats undergoing PH+I/R. Representative
photographs of (A) H&E staining and (B) immunohistochemical staining of Ki-

67-positive hepatocytes (10x).
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Fig. 2. Visfatin immunohistochemistry in Ob Zucker rats undergoing
PH+I/R. Representative photographs of immunohistochemical staining of

visfatin-positive hepatocytes (10x).

Fig. 3. Effects of visfatin inhibition induced by resistin on hepatic
inflammatory response in Ob Zucker rats undergoing PH+I/R at different
times. Hepatic inflammatory response at 6, 12 and 24 hours after completion of
of the surgical procedure. Six Ob animals from each group in each

measurement. *p <0.05 vs. Sham.

Fig. 4. Resistin and visfatin in Ln and Ob Zucker rats undergoing either PH
or I/R. (A) Resistin and visfatin levels in liver, plasma and mesenteric, perirenal
and epididymal adipose tissue and (B) Hepatic injury and regeneration. Six Ln

and six Ob animals from each group in each measurement. *p <0.05 vs. Sham.

Fig. 5. Resistin and visfatin levels in Ln and Ob Wistar rats undergoing
PH+I/R. Resistin and visfatin levels in liver, plasma and mesenteric, perirenal
and epididymal adipose tissue. Six Ln and six Ob animals from each group in

each measurement. *p <0.05 vs. Sham.

Fig. 6. Schematic representation showing the potential resistin-visfatin
regulation in the different experimental conditions. PH+I/R: Endogenous
resistin does not modify hepatic visfatin synthesis but rather blocks the reuptake
of adipocyte-released visfatin by hepatic cells. PH+I/R+anti-Resistin: Resistin
blockade induces the release of visfatin from adipose tissue to the circulation,
which could be up-taken by hepatic cells. Consequently, increased hepatic
visfatin accumulation exacerbates damage and regenerative failure.

PH+I/R+Resistin: A similar scenario to that described in PH+I/R is observed
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when exogenous resistin is administered. PH+I/R+anti-Visfatin: Visfatin-
downstream pathway inhibition using antibody therapy protects steatotic livers

against damage and regenerative failure.

10
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El presente estudio evidencia que el tratamiento con glucosa o lipidos en condiciones de
PH bajo I/R, confieren la misma proteccion en higados no esteatodsicos frente a la lesion y fallo en
la regeneracién hepatica. Estos resultados contrastan con los datos publicados en la literatura en
higados no esteatdsicos sometidos a la PH sin I/R (Caruana J.A. et al., 1986, Nakatani T. et al.,
1982, 1981). Al igual que ocurre con otros tratamientos (Ramalho F.S. et al., 2009, Casillas-Ramirez
A. et al.,, 2008, Rai R.M. et al., 1996, Suzuki S. et al., 1997, Watanabe M. et al., 2000), se ha de
considerar que la efectividad de las estrategias basadas en el tratamiento nutricional de glucosa o
lipidos en el dafio y en la regeneracion en higados no esteatdsicos podria ser diferente
dependiendo de las condiciones quirurgicas evaluadas. Los efectos beneficiosos de ambos
suplementos nutricionales en higados no esteatdsicos sometidos a PH bajo I/R se explica, entre
otros factores, por su capacidad de mantener de manera eficiente los niveles de ATP durante el
proceso de regeneracion hepatica. Es bien conocido que la proliferacién hepatocitaria es
proporcional al aumento de ATP en el higado remanente tras la cirugia (Man K. et al., 2006).
Nuestros resultados indican ademas que, contrario a lo descrito en modelos experimentales de PH
sin I/R (Tijburg L.B. et al., 1991, Brasaemle D.L. et al., 2006, Gazit V. et al., 2010), la regeneracién
del higado no esteatdsico remanente se produce independientemente de la influencia del tejido
adiposo, lo cual indica que los higados no esteatdsicos son capaces de mantener sus funciones
homeostaticas tras un proceso de PH bajo I/R sin la necesidad de recaptar acidos grasos del tejido

adiposo para mantener sus niveles de ATP, lo cual es imprescindible para la regeneracidn hepatica.

Al contrario de lo que ocurre con los higados no esteatdsicos, nuestros resultados
evidencian un efecto diferencial de la glucosa y de los lipidos sobre la lesién y regeneracién en
higados esteatdsicos sometidos a PH+I/R, lo cual podria ser de relevancia clinica. El tratamiento
con glucosa no protegio a los higados esteatdsicos frente al dafio pero aumenté la regeneracién.
Sin embargo, el tratamiento con lipidos protegio a los higados esteatdsicos frente a la lesidon y fallo
en la regeneracion hepatica. Ademas, la respuesta regenerativa obtenida tras el tratamiento con
lipidos en higados esteatdsicos fué mas evidente que la obtenida con el tratamiento glucidico. Se
investigaron los efectos de ambos tratamientos sobre los factores de crecimiento claves en la
regeneraciéon como son el HGF y el TGFB, activador e inhibidor de la regeneracién hepatica,
respectivamente. Nuestros resultados indicaron que en higados esteatdsicos la expresion de HGF
fue mas elevada y la de TGFB mas reducida tras el tratamiento lipidico, en comparacion con los

resultados obtenidos con glucosa. A titulo de ejemplo, el HGF desempefia un papel primordial en
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la regeneracion hepatica y en la actualidad se estd evaluando en ensayos clinicos en pacientes con
insuficiencia hepatica aguda (Ido A. et al., 2008, 2011). Atendiendo a nuestros resultados, la
expresion de HGF hepatica inducida por el soporte nutricional siguié un patrén similar al descrito
por IL-6, una citoquina anti-inflamatoria con propiedades proliferativas. Al igual que ocurre en
diferentes desdrdenes que cursan con regeneracion (Kang L.I. et al., 2012, Kariv R. et al., 2003, Sun
R. et al., 2005), la sobre-expresion de HGF inducida por los tratamientos nutricionales podria ser
debida a la accién de la IL- 6, un componente critico de la respuesta regenerativa (Hortelano S. et
al., 2007, Zimmers T.A. et al., 2003).

Posteriormente se evalud si diferencias en la expresiéon de ciclinas en los higados
esteatdsicos podria explicar el efecto diferencial de ambos tratamientos nutricionales sobre la
regeneraciéon hepatica. Es bien sabido que los eventos de sefializacién que caracterizan la
respuesta regenerativa hepatica culminan en la entrada de los hepatocitos en el ciclo celular, que
es un proceso dependiente de la ciclinas, y en la progresion a través del ciclo celular (Weymann A.
et al.,, 2009). Como parte de este proceso, la expresién hepatocelular de la ciclina E se induce
durante la fase G1 y media la transicidon a la fase S (Mitra K. et al., 2009), mientras que la ciclina A
es necesaria para la progresion de la fase S (Desdouets C. et al., 1999). El andlisis de las ciclinas
indicd que los mayores beneficios de los lipidos sobre la regeneracidon, en comparacién con la
glucosa, se asociaron con un patron diferencial en la expresidn de las ciclinas. De hecho, el pico en
la expresidn de la ciclina E en higados esteatdsicos tratados con lipidos se produjo a tiempos de
reperfusion mas tempranos (12 horas después de la cirugia hepatica) en comparacién con el
tratamiento con glucosa (24 horas después de la cirugia hepatica). Ademas, la expresion de la
ciclina A fue mayor en los higados esteatdsicos tratados con los lipidos a lo largo de la reperfusién
(12, 24 y 48 horas después de la cirugia hepdtica). Teniendo en cuenta estas observaciones, el
tratamiento lipidico es mas eficaz en acelerar la regeneracién de los higados esteatdsicos,
especificamente durante la fase G1 y la fase S del ciclo celular, por lo tanto antes y durante la
sintesis de DNA hepatocelular.

En presencia de esteatosis hepatica, el tratamiento lipidico ofrece una mayor proteccion
frente a la lesidon, fallo en la regeneracién y mantenimiento de los niveles de ATP, si lo
comparamos con el tratamiento glucidico. Por lo tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados, el
tratamiento lipidico en vez del glucidico puede ser el mas recomendado en higados esteatdsicos

sometidos a PH bajo oclusién vascular.
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El papel del tejido adiposo en el dafo y en la regeneracion hepatica depende del tipo de
higado. Al contrario de lo que ocurre con los higados no esteatdsicos, la eliminacion del tejido
adiposo exacerbo el fallo en la regeneracion que presentan los higados esteatdsicos al someterlos
a PH bajo oclusién vascular. En consecuencia, estrategias basadas en la reduccion o eliminacién
del tejido adiposo periférico podrian ser perjudiciales en las condiciones quirdrgicas que requieren
la regeneracion del higado en presencia de esteatosis, tales como PH y trasplante hepatico con
enjerto de tamafio reducido.

El tejido adiposo no fue util para mantener los niveles energéticos en el higado esteatdsico
gue se estaba regenerando. De hecho, la lipectomia de TAB en los animales Ob no tratados
sometidos a PH + I/R exacerbd el dafio hepatico y el fallo en la regeneracion de los higados
esteatdsicos tras la cirugia, pero sin modificar los niveles de ATP hepatico. Ademas, cuando se
realizé la lipectomia del TAB, los efectos beneficiosos de la glucosa o de los lipidos frente al dafo y
fallo en la regeneracién de los higados esteatdsicos desaparecieron, pero sin cambios en los
niveles de ATP. Teniendo en cuenta nuestros resultados, los higados esteatdsicos pueden requerir
el TAB durante la regeneracion mas como fuente de diferentes hormonas tales como la
adiponectina, que son sefiales esenciales para la regeneracién hepdtica que como fuente de
energia. Esta hipdtesis se valida por nuestros resultados que indican que la acumulacién de
adiponectina en el higado esteatdsico tras la PH+I/R no se evidencia cuando se elimina el TAB. De
todos modos, no se puede descartar la posible implicacién del TAB en la regeneracién hepatica
como un precursor lipidico para la sintesis de nuevas membranas celulares importante para la
recuperacion del tamafio estandar del higado tras la PH.

Para entender el por qué los higados esteatdsicos prefieren los lipidos en lugar de la
glucosa para obtener energia en condiciones de PH bajo I/R se ha de considerar las observaciones
siguientes. Se ha demostrado en repetidas ocasiones que el higado que se estd regenerando
prefiere obtener energia mediante la oxidacion de los acidos grasos (Anderson S.P. et al., 2002).
Asi pues, el higado esteatdsico puede utilizar su grasa acumulada para obtener la energia
necesaria durante su regeneracion (Ezaki H. et al.,, 2009, Fernandez M.A. et al., 2006). Tras la
administracion de una emulsién lipidica, el higado esteatésico utiliza los acidos grasos para la
sintesis de ATP, favoreciendo de esta forma el mantenimiento de los niveles energéticos. Por otro
lado, hay que considerar que la B-oxidacién de los acidos grasos en el higado esteatdsico podria
afectar negativamente el uso eficaz de la glucosa exdgena para la sintesis de ATP. Se sabe que el

aumento en la B-oxidacidon de acidos grasos en el higado resulta en la produccién de NADH vy
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acetil-coenzima A, lo cual reducird el potencial redox mitocondrial, evita la entrada de piruvato en
el ciclo de Krebs y finalmente inhibe la oxidacién de la glucosa (Holecek M., 1999).

Para explicar la mayor proteccion inducida por el tratamiento lipidico en los higados
esteatdsicos en comparacion con la proporcionada por el tratamiento glucidico, se debe
considerar no sélo el mejor mantenimiento de las reservas energéticas sino también el hecho de
qgue el tratamiento glucidico aumentd los niveles hepaticos de CER y redujo la proporcion de
S1P/CER, al compararlo con el tratamiento lipidico. Se conoce el papel clave de las CERs en la
patogénesis de la resistencia a la insulina y otros trastornos metabdlicos asociados a la obesidad
(Jornayvaz F.R. et al., 2011, Ussher J.R. et al., 2010, Stienstra R. et al., 2010, Longato L. et al., 2012,
Promrat K. et al., 2011). Es importante destacar que, la presencia de las CERs y la reduccion en
S1P/CER favorece el dafio hepatico y afecta negativamente la regeneracion (Zabielski P. et al.,
2001, Zabielski P. et al., 2010, Alkhouri N. et al., 2009). Siguiendo con estas observaciones, en
cultivo celulares se ha demostrado que las CERs afectan la expresion de ciclina A, en la fase GO/G1
del ciclo celular (Jayadev S. et al., 1995, Dbaibo G.S. et al., 1995) y reduce la expresién de ¢ -Myc,
una fosfoproteina nuclear que tiene un papel importante en la progresion a través de las
diferentes fases del ciclo celular (Alesse E. et al.,, 1998). Se debe considerar ademas que, al
contrario de lo que ocurre con el tratamiento glucidico, los lipidos aumentaron los niveles de
fosfolipidos en los higados esteatdsicos, que son un componente importante de las membranas
celulares, manteniendo asi la integridad estructural entre la célula y su entorno. Algunos tipos de
fosfolipidos pueden derivar en productos que funcionan como segundos mensajeros en vias de
transduccion de seiiales e intervienen ademas en la via de sefializacion de las prostaglandinas
(Cohn J.S. et al., 2008, Killenberg D. et al., 2012). Aunque la glucosa se utiliza de forma rutinaria
para tratar la hipoglucemia postoperatoria en los pacientes después de la reseccién hepdtica
(Caruana J.A. et al., 1986), se desconoce su contribucion al dafio y regeneracion tras la cirugia. Los
resultados de la presente tesis indican que la tanto la administracion de lipidos como de glucosa,
puede aumentar la capacidad regenerativa del higado no esteatdsico. En presencia de esteatosis,
los lipidos son mas eficientes que los carbohidratos para la regeneracién del higado remanente
tras la cirugia. Es importante destacar que, en algunos pacientes que sufren de enfermedad
hepatica severa y mala digestion se evidencia una mala absorcion de lipidos, y por tanto estd
contraindicada la administracién lipidica por via enteral (Holecek M., 1999). La administracion
intravenosa de emulsiones lipidicas puede resolver este problema. Por otra parte, antes del uso

clinico del tratamiento lipidico via parenteral en la cirugia hepatica, se deben de tener en cuenta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holecek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10501293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ussher%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20522596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stienstra%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20054868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Longato%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22176347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Promrat%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21794038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zabielski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18024222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jayadev%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7836432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dbaibo%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7877980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alesse%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10200487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohn%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18460916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%BCllenberg%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22221489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caruana%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3732192

Discusion 118

algunas consideraciones. El tratamiento lipidico podria aumentar los acidos grasos libres que
pueden tener efectos hepatotdxicos (Haus J.M. et al., 2009, Mirtallo J.M. et al., 2010, Postuma R.
et al.,, 1979). Se han observado muertes en lactantes prematuros tras la infusidon parenteral de
lipidos debido a las bajas concentraciones de la lipoproteina lipasa en estos nifios, que se traduce
en una deficiente depuracién de la emulsidn lipidica intravenosa y un aumento en consecuencia
en las concentraciones plasmaticas de acidos grasos libres (Mirtallo J.M. et al., 2010, Postuma R. et
al., 1979). Estos efectos nocivos se asocian principalmente a la dosis utilizada y la administracién
intravenosa de la emulsion lipidica durante periodos prolongados de tiempo, hecho que no ocurre
con el tipo de tratamiento lipidico utilizado en la presente tesis. De todos modos, las
concentraciones de lipidos deben ser monitorizadas tras la administracién por via intravenosa de
emulsiones lipidicas en los pacientes que presentan un elevado riesgo de hipertrigliceridemia. Si se
toman estas precauciones, los clinicos pueden reducir en los pacientes el riesgo de los posibles
efectos adversos inducidos con la emulsidn lipidica intravenosa (Mirtallo J.M. et al., 2010, Postuma
R. et al., 1979).

Siguiendo con los objetivos de la presente tesis, evaluamos la relevancia de las
adipocitoquinas tales como la resistina y la visfatina en condiciones de PH bajo I/R. Hasta el
momento de la presente tesis no existian estudios en los que se hubiera evaluado los niveles de
estas adipocitoquinas en higados esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a PH bajo I/R. Nuestros
resultados indicaron que no se observaron cambios en ninguna de estas adipocitoquinas cuando
los higados no esteatdsicos se sometieron a cirugia hepatica. Por otro lado, se observd un
aumento en la expresion de resitina cuando los higados esteatdsicos fueron sometidos a PH bajo
oclusién vascular. Se pueden plantear dos hipdtesis para explicar el por qué se detecto la resistina
en el higado tras un proceso de PH bajo I/R. De acuerdo con la primera hipdtesis, la resistina
procedente de la circulacion puede ser recaptada por las células hepdticas. En funcion de la
segunda hipdtesis, el higado puede generar la resistina por si mismo sin necesidad de la
circulacion sistémica. Nuestro estudio evidencia un aumento en la expresion tanto de mRNA como
en los niveles proteicos de la resistina en los higados esteatdsicos, niveles altos de esta
adipocitoquina a nivel sistémico y no modificaciones en los niveles de tales adipocitoquinas en el
TAB. Estos resultados sugieren que el higado por si mismo genera resistina tras la cirugia hepatica
y la libera a la circulacion sistémica. Al contrario de los que ocurre con la resistina, en los animales
Ob sometidos a PH+I/R, aumentd la capacidad del TAB para producir visfatina, lo cual puede

explicar el elevado nivel de la visfatina circulante observado en estos animales tras la cirugia.
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Atendiendo a nuestros resultados, los higados esteatésicos no pueden ser los responsables de los
niveles elevados de visfatina circulantes. De hecho, se observon niveles reducidos de visfatina
(tanto a nivel de mRNA como de proteina) en higados esteatdsicos tras la PH +I/R al compararlo
con los animales del grupo Sham, lo cual puede ser facilmente atribuible a alteraciones en la
generacion hepatica de tal adipocitoquina como consecuencia de la cirugia hepatica. Nuestros
resultados estdn en consonancia con datos anteriormente descritos en la literatura en corazén
que indican que la proteina y los niveles de mRNA de la visfatina se reducen bajo condiciones de
estrés (Hsu C.P. et al., 2009).

Hasta el momento de la presente tesis, se desconocian los efectos de las estrategias
basadas en la modulacién de la accidn de la resistina o de la visfatina en la lesién y el fallo
regenerativo en los higados sometidos a la PH bajo I/R. Nuestros resultados indican que ni la
resistina ni la visfatina desempefian un papel crucial en los higados no esteatdsicos. En
consonancia con tales resultados, estrategias farmacoldgicas encaminadas a regular tales
adipocitoquinas fueron irrelevantes en higados no esteatdsicos. Sin embargo, esto no ocurre en
presencia de esteatosis. Nuestros resultados sugieren la relevancia clinica de farmacos que
bloquean las acciones de la visfatina en higados esteatdsicos sometidos PH+I/R. Muestran ademas
por primera vez que el aumento en los niveles de resistina observado en los higados esteatdsicos
sometidos a PH+I/R puede ser un mecanismo compensatorio para mantener bajos los niveles
hepaticos de visfatina. De hecho, evidenciamos la importancia de mantener bajos los niveles
visfatina en higados esteatdsicos para protegerlos frente al dano y el fallo en la regeneracién.
Ademas, el bloqueo farmacoldgico de las acciones de la visfatina en higados derivdé en una
proteccién frente a la lesion y fallo en la regeneracion hepatica.

En la presente tesis proponemos un posible mecanismo para explicar por qué la la resistina
enddégena mantiene bajos los niveles de visfatina en los higados esteatdsicos. Es poco probable
que la acumulacidn de visfatina observada en los higados esteatdsicos tras la inhibicion de la
resistina pueda ser atribuida a un aumento en la generacion de visfatina por el higado esteatésico.
La administracion de anticuerpos frente a la resistina no modifico los niveles de mRNA de la
visfatina en el higado esteatdsico. Sin embargo, el bloqueo de la resistina favorecié la liberacién de
visfatina desde el TAB a la circulacién, la cual fue captada por el higado esteatdsico. En tales
condiciones, se observé una acumulacion de visfatina en el higado, pero no en plasma ni en el TAB

en el grupo tratado con anticuerpos anti-resistina indicando que la visfatina acumulada en el
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higado esteatdsico derivd del TAB. Este supuesto fue confirmado ya que no se observd
acumulacién de visfatina en el higado cuando se realizé la lipectomia del TAB.

Se requieren estudios para discernir cémo la visfatina puede ser captada por los higados
esteatdsicos. A pesar de que se desconocen los receptores especificos o trasportadores de la
visfatina en células hepaticas (Skokowa J. et al., 2009), es posible que la visfatina (con una
actividad enzimatica intacta) pueda ser captada por el higado esteatdsico por un mecanismo de
transporte. Se sabe que la visfatina actua como un enzima encargado de la biosintesis del NAD a
nivel intracelular pero no es enzimdaticamente activo en la circulacidn sistémica (Hara N. et al.,
2011). Ademas, se ha sugerido que la visfatina circulante puede igualmente entrar en el cerebro
probablemente a través de un mecanismo de transporte activo desconocido (Hallschmid M. et al.,
2009).

A continuacion, se investigd el por qué la inhibicidn de la accién de la visfatina es crucial
para proteger los higados esteatdsicos en condiciones de PH bajo I/R. Los efectos nocivos de la
visfatina no se deben a sus actividades pro-inflamatorias ya que la modulacién farmacoldgica de la
accion de la visfatina no indujo cambios en ningun pardmetro bioquimico inflamatorio (TNF, IL1,
MDA, acumulacion de neutréfilos, edema, etc). Nuestros resultados son los primeros que indican
que la visfatina puede funcionar como una enzima encargado de la biosintesis del NAD en higados
esteatdsicos sometidos a PH+I/R. Esto podria explicar, al menos parcialmente, los efectos
perjudiciales de la visfatina tras la cirugia hepatica. De hecho, los altos niveles de visfatina
observados en los higados esteatdsicos se asociaron con elevados niveles de NAD, aumento en el
dafio hepatico y mayores problemas regenerativos. En consecuencia, la inhibicion de la visfatina
se asocid con niveles bajos de NAD y proteccion frente a la lesion y fallo en la regeneracion del
higado esteatdsico. Los cambios en los niveles de visfatina no estuvieron asociados a cambios en el
metabolismo lipidico. Los valores de TGs, LDL, HDL y de reguladores claves del metabolismo
lipidico (CPT2, MCAD, FgF21, SCD1 y FAS) fueron similares en higados esteatdsicos tratados o no
con moduladores farmacoldgicos de la visfatina. Ademas, atendiendo a los resultados de
citocromo C oxidasa, caspasa 8, expresion de Cox1 y Cox4, GPX1 y SOD2, la visfatina no indujo
alteraciones en la funcidn mitocondrial. Para entender los efectos perjudiciales de la visfatina, se
han de tener en cuenta las siguientes observaciones. En primer lugar, la GDH es un enzima de la
matriz mitocondrial que desempefia un papel importante en la modulacion del catabolismo de
aminoacidos en el higado. El GDH cataliza la deshidrogenacién de glutamato en a-cetoglutarato y

en NH4", con el NAD+ como cofactor, y su activacién en el higado conduce a hiperamonemia. En el
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higado, NH4" entra en el ciclo de la urea y entonces arginina induce la formacién de la urea y la
produccion de NO (Cohen B.D. et al., 2003). Nuestros resultados indican que la visfatina (gracias a
la sintesis del NAD) aumenta la actividad de GDH y esto se asocié con niveles elevados de NH4", de
arginina y aumento de la producciéon de NO. Es importante destacar el efecto perjudicial del NO en
el dafio hepatico asociado la PH+I/R debido a la formacién de ONOO’, resultado de la combinacion
del NO con los radicales O,” (Ramalho F.S. et al., 2009). Ademas, |la propia urea es responsable de
la acidificacién extracelular (Bessems M. et al., 2006), y el NH4" es muy perjudicial debido a los
cambios en el pH celular, en el sistema lisosomal de los hepatocitos y en las alteracines en el
equilibrio osmatico (Shawcross D.L. et al., 2008). Hay que considerar también que evaluamos la
regeneracion hepdtica tras 24 horas después de la cirugia hepatica, y se sabe que el periodo
comprendido entre 16-28 h después de PH es un periodo de rapida sintesis de DNA (Ferris G.M.,
Clark J.B., 1971). Por consiguiente, proponemos que durante esta fase de regeneracion, la
visfatina podria estar favoreciendo la sintesis de NAD en lugar de la sintesis de DNA. De hecho,
existe una correlacién inversa entre el contenido de NAD y el contenido de DNA (Ferris G.M., Clark
J.B., 1971). Asi pues, atendiendo a nuestros resultados, se requieren estrategias que inhiban la
accion de la visfatina para proteger a los higados esteatdsicos sometidos a PH+I/R ya que la
visfatina podria favorecer la sintesis de NAD en lugar de DNA. Este hecho se debe a la competencia
de precursores y cofactores comunes a las dos vias sintéticas tales como el ATP y la adenina.

En conclusién, y tal y como se muestra en la figura 15 y 16, la presente tesis establece
nuevas vias de senalizacion en higados esteatdsicos y no esteatdsicos sometidos a PH bajo
oclusion vascular y evidencia nuevos farmacos y vias de accion terapeutica para reducir la lesién y
el fallo en la regeneracién que presentan los higados, especialmente los esteatdsicos al someterlos

a cirugia hepatica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramalho%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bessems%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16803641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shawcross%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18697192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferris%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferris%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398891

e
lﬁ.dl 5
S
: '| Proteccion hepitica
A@ociiu
[ PH+UR + Dicta parcnteral lipidica |
| —
‘\\‘_ . Loy
‘.;.\ |{|_

- B n
T Ciclina Ciclina T +
A I

LMZ:? L | [ESS—

Figira 15. Representacion esquematica que muestra el potencial
de los lipidos y de la glucosa como tratamientos terapéuticos en
higados esteatdsicos sometidos a reseccion hepatica con
oclusién vascular (Estudio 1). S1P: esfingosina-1-fosfato, CER:
ceramida, ATP: trifosfato de adenosina, PH+I/R: hepatectomia

parcial bajo oclusidn vascular.
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Figura 16. Representacion esquematica que muestra el potencial de regulacion resistina-visfatina en
las diferentes condiciones experimentales en higados esteatdsicos sometidos a reseccion hepatica con

oclusién vascular (Estudio 2). PH+I/R: hepatectomia parcial bajo oclusién vascular, Ab: anticuerpo
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Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes:

Los higados no esteatdsicos son capaces de regenerarse tras un proceso de PH bajo
oclusién vascular sin la necesidad del tejido adiposo. Sin embargo, los higados esteatdsicos
requieren el tejido adiposo durante la regeneracion mds como fuente de diferentes hormonas

esenciales para la regeneracion que como fuente de energia.

El tratamiento con glucosa o lipidos protegen con la misma eficacia a los higados no
esteatdsicos sometidos a cirugia. Por el contrario, se observa un efecto diferencial de ambos

tratamientos nutricionales sobre la lesién y regeneracidn en presencia de esteatosis.

El tratamiento con glucosa aumentd la regeneracién pero no protegido a los higados
esteatdsicos frente a la lesién, debido en parte a su efecto sobre las CERs. Sin embargo, el
tratamiento con lipidos protegid a los higados esteatdsicos frente a la lesion y fallo en la
regeneracion y la respuesta regenerativa fue mas evidente que la ofrecida con el tratamiento

glucidico.

La mayor eficacia del tratamiento lipidico en los higados esteatdsicos se atribuye a mejoras
en el mantenimiento del metabolismo energético y en la regulacion de la sintesis de factores de
crecimiento, aumento en la sintesis de fosfolipidos y a una aceleracion de la regeneracidn durante

las fases G1-S del ciclo celular.

Los higados no esteatdsicos no generan adipocitoquinas como la resistina y la visfatina al
someterlos a PH bajo oclusidn vascular. Por otra parte, los higados esteatdsicos generan resistina

tras la cirugia hepatica y acumulan visfatina procedente del tejido adiposo.

Las estrategias farmacoldgicas encaminadas a regular la resistina o visfatina son
irrelevantes en higados no esteatdsicos. Sin embargo, el bloqueo farmacolégico de la visfatina

protege al higado esteatdsico frente a la lesidn y fallo en la regeneracién tras la cirugia.

Los higados esteatdsicos mantienen elevados los niveles de resistina endégenos como un
mecanismo compensatorio para mantener bajos los niveles hepaticos de visfatina y evitar sus

efectos nocivos sobre la lesidon y regeneracion.
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La inhibicién de la accion de la visfatina es crucial para proteger los higados esteatésicos en
condiciones de PH bajo I/R porque la visfatina puede funcionar como un enzima encargado de la

biosintesis de NAD.

La visfatina tras la cirugia hepatica aumenta la actividad de gluttién dehidrogenasa y esto
se asocio con niveles elevados de NH4", de arginina y aumento en la produccién de éxido nitrico,
con efectos nocivos derivados de la formacion de peroxinitrito. La visfatina favorece ademas la
sintesis de NAD en lugar de DNA debido a la competencia de precursores y cofactores comunes a

las dos vias sintéticas.
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Abstract

Background: Steatosis is a risk factor in partial hepatectomy (PH) under
ischaemia-reperfusion (I/R), which is commonly applied in clinical practice
to reduce bleeding. Nutritional support strategies, as well as the role of
peripheral adipose tissue as energy source for liver regeneration, remain
poorly investigated. Aims: To investigate whether the administration of
either glucose or a lipid emulsion could protect steatotic and non-steatotic
livers against damage and regenerative failure in an experimental model of
PH under I/R. The relevance of peripheral adipose tissue in liver regeneration
following surgery is studied. Methods: Steatotic and non-steatotic rat livers
were subjected to surgery and the effects of either glucose or lipid treatment
on damage and regeneration, and part of the underlying mechanisms, were
investigated. Results: In non-steatotic livers, treatment with lipids or glucose
provided the same protection against damage, regeneration failure and ATP
drop. Adipose tissue was not required to regenerate non-steatotic livers. In
the presence of hepatic steatosis, lipid treatment, but not glucose, protected
against damage and regenerative failure by induction of cell cycle,
maintenance of ATP levels and elevation of sphingosine-1-phosphate/cera-
mide ratio and phospholipid levels. Peripheral adipose tissue was required
for regenerating the steatotic liver but it was not used as an energy
source. Conclusion: Lipid treatment in non-steatotic livers provides the
same protection as that afforded by glucose in conditions of PH under I/R,
whereas the treatment with lipids is preferable to reduce the injurious effects
of liver surgery in the presence of steatosis.

© 2013 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd 1
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Background & Aims: This study examined whether the regula-
tion of resistin and visfatin could reduce damage and improve
regeneration in both steatotic and non-steatotic livers undergo-
ing partial hepatectomy under ischemia-reperfusion, a procedure
commonly applied in clinical practice to reduce bleeding.
Methods: Resistin and visfatin were pharmacologically modu-
lated in lean and obese animals undergoing partial hepatectomy
under ischemia-reperfusion.

Results: No evident role for these adipocytokines was observed
in non-steatotic livers. However, obese animals undergoing liver
surgery showed increased resistin in liver and plasma, without
changes in adipose tissue, together with visfatin downregulation
in liver and increment in plasma and adipose tissue. Endogenous
resistin maintains low levels of visfatin in the liver by blocking its
hepatic uptake from the circulation, thus regulating the visfatin
detrimental effects on hepatic damage and regenerative failure.
Indeed, the administration of anti-resistin antibodies increased
hepatic accumulation of adipocyte-derived visfatin, exacerbating
damage and regenerative failure. Interestingly, treatment with

Keywords: Liver surgery; Hepatic steatosis; Regeneration; Resection; Adipocyto-
kines; [schemia-reperfusion.
Received 27 March 2013; received in revised form 28 June 2013; accepted 18 July
2013; available online 19 August 2013
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E-mail address: cperalta@clinic.ub.es (C. Peralta).

* These authors contributed equally to this work.
Abbreviations: PH, partial hepatectomy; I/R, ischemia-reperfusion; Nampt, nico-
tinamide phosphoribosyltransferase; NAD, nicotinamide adenine dinucleotide;
TNF, tumor necrosis factor; IL, interleukin; Ob, obese; Ln, lean; BrdU, bromo-de-
oxyuridine; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; HGF,
hepatocyte growth factor; TGF, transforming growth factor; MPQ, myeloperoxi-
dase; MDA, malondialdehyde; LDL, Low-density lipoprotein; VLDL, very-low-de-
nsity lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; GDH, glutamate dehydrogenase;
CPT2, carnitine palmytoil transferase-2; MCAD, medium chain acyl-CoA dehydro-
genase; FGF21, fibroblast growth factor-21; SOD2, superoxide dismutase-2; GPX1,
gluthathione peroxidase-1; SCD1, stearoyl-CoA desaturase-1; FAS, fatty acid
synthase; COXI, cytochrome ¢ oxidase subunit I; COXIV, cytochrome ¢ oxidase
subunit IV.

ELSEVIER

anti-visfatin antibodies protected steatotic livers, and similar
results were obtained with the concomitant inhibition of resistin
and visfatin. Thus, when visfatin was inhibited, the injurious
effects of anti-resistin antibodies disappeared. Herein we show
that upregulation of visfatin increased NAD levels in the remnant
steatotic liver, whereas visfatin inhibition decreased them. These
later observations suggest that visfatin may favour synthesis of
NAD instead of DNA and induces alterations in amino acid
metabolism-urea cycle and NO production, overall negatively
affecting liver viability. '

Conclusions: Our results indicate the clinical potential of visfatin
blocking-based therapies in steatotic livers undergoing partial
hepatectomy with ischemia-reperfusion.

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

Introduction

In clinical situations, partial hepatectomy (PH) under ischemia-
reperfusion (I/R) is usually performed to control bleeding during
parenchymal dissection [1]. More than 20% of patients coming to
liver resection have some degree of steatosis, usually related to
obesity [2,3]. Hepatic steatosis is a major risk factor for liver sur-
gery since it is associated with an increased complication index
and postoperative mortality after major liver resection [4].

Under pathological conditions, adipose tissue has appeared as
a highly active endocrine gland, secreting adipocytokines such as
resistin and visfatin [5]. However, resistin and visfatin are also
expressed in liver under obesity conditions and during fibrosis
(6,7].

Increased levels of resistin have been reported in patients
with cirrhosis, correlating with the severity of the disease [5,8].
Opposite effects of resistin on myocardial injury have been
reported [9].

Visfatin, also known as nicotinamide phosphoribosyltransfer-
ase (Nampt), is critical for the synthesis of nicotinamide adenine

Journal of Hepatology 2014 vol. 60 | 87-95
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The present review focuses on the numerous experimental models used to study the complexity of hepatic ischemia/reperfusion
(I/R) injury. Although experimental models of hepatic I/R injury represent a compromise between the clinical reality and
experimental simplification, the clinical transfer of experimental results is problematic because of anatomical and physiological
differences and the inevitable simplification of experimental work. In this review, the strengths and limitations of the various
models of hepatic I/R are discussed. Several strategies to protect the liver from I/R injury have been developed in animal models
and, some of these, might find their way into clinical practice. We also attempt to highlight the fact that the mechanisms responsible
for hepatic I/R injury depend on the experimental model used, and therefore the therapeutic strategies also differ according to the

meodel used. Thus, the choice of model must therefore be adapted to the clinical question being answered.

1. Introduction

Ischemia-reperfusion (I/R) injury is a phenomenon in which
cellular damage in a hypoxic organ is accentuated following
the restoration of oxygen delivery [1-3]. In the liver, this
form of injury was recognized as a clinically important
pathological disorder by Toledo-Pereyra et al. in 1975 during
studies of experimental liver transplantation (LT). However,
it was not until the mid-1980s that the term reperfusion
injury was generally used in the literature on LT [2]. I/R
injury is an important cause of liver damage occurring
during surgical procedures including hepatic resections and
LT [4-6]. The shortage of organs has led centers to expand
their criteria for the acceptance of marginal grafts that exhibit
poor tolerance to I/R [7]. Some of these include the use of
organs from older donors and grafts such as small-for-size or
steatotic livers. However, I/R injury is the underlying cause
of graft dysfunction in marginal organs [7]. Indeed, the use
of steatotic livers for transplantation is associated with an

increased risk of primary nonfunction or dysfunction after
surgery [8)]. In addition, the occurrence of postoperative liver
failure after hepatic resection in a steatotic liver exposed to
normothermic ischemia has been reported [9). Therefore,
minimizing the adverse effects of I/R injury could improve
outcomes in steatotic liver surgery, increasing the number of
patients who successfully recover from major liver surgery.

Animal models of cold and warm hepatic I/R are valuable
tools for understanding the physiopathology of hepatic I/R
injury and discovering novel therapeutic targets and drugs.
Some of the mechanisms and cell types involved in hepatic
I/R injury are described below.

The lack of oxygen in hepatocytes during ischemia causes
ATP depletion and alterations in H*, Na*, and Ca** home-
ostasis that activate hydrolytic enzymes and impair cell vol-
ume regulation leading to the swelling of sinusoidal endothe-
lial cells (SECs) and Kupffer cells (KCs) [10]. This fact,
together with the imbalance between nitric oxide (NO) and
endothelin production, contributes to the narrowing of the
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Background & Aims: Numerous steatotic livers are discarded for
transplantation because of their poor tolerance to ischemia-
reperfusion. Controversial roles for adiponectin and related adi-
pocytokines visfatin and resistin have been described in different
liver pathologies, nevertheless itis unknown their possible impli-
cation in ischemia-reperfusion injury associated with liver trans-
plantation. Our study aimed at characterizing the role of the
adiponectin-derived maolecular pathway in transplantation with
stearotic and non-steatotic liver grafts.

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

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

Keywords: Adiponecting  Resisting  Visfating  Steatotic  liver grafts; Liver
transp lantatisn,
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Conclusions: Our findings reveal a new protective pathway in
steatotic liver transplantation, namely AMPK-adiponectin-resi-
stin-PI3K/Akt, which may help develop new strategies aimed at
increasing either adiponectin or resistin in the steatotic liver
undergoing transplant to ultimately increase organ donor pool
and reduce waiting list.

& 2013 Eurcpean Associ ation for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

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

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

Journal of Hepatology 2013 vol. 591 1208-1214
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Retinol Binding Protein 4 and Retinol in
Steatotic and Nonsteatotic Rat Livers in the
Setting of Partial Hepatectomy Under
Ischemia/Reperfusion

Maria Elias-Mirs,'* Marta Massip-Salcedo,'?* Jens Raila,® Florian Schweigert,® Mariana Mendes-Braz,*
Fernando Ramalho,” Ménica B. Jiménez-Castro,’ Arani Casillas-Ramirez,' Raquel Bermudo,”

Antoni Rimnlu,z"f‘ Juan IE:A:H:Ies,"2 and Carmen Peralta'?

1Augw# Fi i Sunyer Institute for Biomedical Research, Barcelona. Spain; 2Network Center for Biomedical
Research in Hepatic and Digestive Diseases, Barcelona, Spain; 3institute of Nufritional Science, University of
Potsdam, Nuthetal, Germany: “Department of Pathdlogy and Forensic Medicine, Faculty of Medicine.,
Urniversity of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil: and *Tumour Bank: and ®Liver Unit, Hospital Clinic, Barcelona, Spain

Steatotic livers show increased hepatic damage and impaired regeneration after partial hepatectomy (PH) under ischemia/
reperfusion (I/R), which is commanly applied in clinical practice to reduce bleeding. The known function of retinol-binding
protein 4 (RBP4) is to transport retinal in the circulation. We examined whether modulating RBP4 andor retinal could pro-
tect steatatic and nonsteatotic livers in the setting of PH under I/R. Steatotic and nonsteatotic livers from Zucker rats were
subjected to PH (70%:) with 60 minutes of ischemia. RBP4 and retinol levels were measured and atered pharmacologically,
and their effects on hepatic damage and regeneration were studied after reperfusion. Decreased RBP4 levels were
observed in both liver types, whereas retinol levels were reduced only in steatotic livers. RBP4 administration exacerbated
the negative consequences of liver surgery with respect to damage and liver regeneration in both liver types. RBP4 affected
the mobilization of retinol from steatotic livers, and this revealed actions of RBP4 independent of simple retinol transport.
The injurious effects of RBP4 were not due to changes in retinol levels. Treatment with retinol was effective anly for steataotic
livers. Indeed, retinol increased hepatic injury and impaired liver regeneration in nonsteatotic livers. In steatotic livers, retinol
reduced damage and improved regeneration after surgery. These benefits of retinol were associated with a reduced accu-
mulation of hepatocellular fat. Thus, strategies based on modulating RBP4 could be ineffective and possibly even harmful in
both liver types in the setting of PH under VR. In terms of clinical applications, a retinol pretreatment might open new ave-
nues for liver surgery that specifically benefit the steatotic liver. Liver Transpl 18:1198-1208, 2012. - 2012 AASLD.

Received February 27, 2012; accepted June 3, 2012
In clinical situations. partial hepatectomy (PH) under Hepatic steatosis, a major risk factor for liver surgery.

ischemia/reperfusion (I/R) is usually performed to is associated with an increased complication index
control bleeding during parenchymal dissection.’ and increased postoperative mortality after major liver
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Numerous steatotic livers are discarded for transplan-
tation because of thelr poor tolerance to Ischemia-
reperfusion (I/R). We examined whether taurour
sodeoxycholic acld (TUDCA), a known Inhibitor of
endoplasmic reticulum (ER) stress, protects steatotic
and nonsteatotic liver grafts preserved durng 6 h
In University of Wisconsin (UW) solution and trans-
planted. The protective mechanisms of TUDCA were
also examined. Nelther unfolded proteln response
(UPR) induction nor ER stress was evidenced In
steatotic and nonsteatotic liver grafts after 6 h In UW
preservation solution. TUDCA only protected steatotic
livers grafts and did so through a mechanism Inde-
pendent of ER stress. It reduced proliferator-activated
receptor-y (PPARy) and damage. When PPARy was ac-
tivated, TUDCA did not reduce damage. TUDCA, which
Inhibited PPARy, and the PPARy antagonist treatment
up-regulated toll-like receptor 4 (TLR4), specifically the
TIR domain-containing adaptor Inducing IFNB (TRIF)
pathway. TLR4 agonist treatment reduced damage In
steatotic liver grafts. When TLR4 action was Inhib-
Ited, PPARy antagonists did not protect steatotic liver
grafts. In conclusion, TUDCA reduced PPARy and this
In turn up-regulated the TLR4 pathway, thus protecting
steatotic liver grafts. TLR4 activating-based strategles
could reduce the inherent risk of steatotic liver fallure
after transplantation.

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

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST,
aspartate aminotransferase; ATF4, activating tran-
scription factor 4; ATF6, activating transcription factor
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TR, transplantation; TRAF2, tumor necrosis factor
assoclated factor 2; TRIF, TIR domain-containing-
adaptor Inducing IFN-fi; TUDCA, tauroursodeoxy-
cholic acld; UPR, unfolded protein response; UW,
University of Wisconsin; XBP-1, X-box-hinding
protein 1.
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Introduction

|schemia-reperfusion (IYR) injury is & major cause of early
graft dysfunction after liver transplantation. Steatosis is cur
rently estimated to be present in up to B0% of deceased
donor livers and is recognized as the key donor variable pre-
dicting posttransplant outcomes (1-3). The use of steatotic
livers for transplantation is associated with increased risk
of graft dysfunction or failure after surgery. In addition,
many steatotic livers are discarded for transplantation, ex-
acerbating the critical shortage of donor livers (1,4,b).

Endoplasmic reticulurm (ER) stress is emerging as an impor-
tant component of inflarmmatory responses in the liver as-
sociated with |/R processes (6,7). In response to ER stress,
a signal transduction cascade termed “the unfolded pro-
tein response (UPR)" is induced (8,9). The UPR has three
branches: inositolrequiring enzyme 1 {IRE1), PKR-like ER
kinase (PERK) and activating transcription factor (ATFS).
These proteins are normally held in inactive states in ER
membranes by binding to intra-ER chaperones, particularly
the 78-kDa glucose-regulated/binding imrmunoglobulin pro-
tein (GRP78). When injury is excessive, these ER stress
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Strategies to improve the viability of steatotic livers could reduce the risk of dysfunction after surgery and increase the number of
organs suitable for transplantation. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are major regulators of lipid metabolism
and inflammation. In this paper, we review the PPAR signaling pathways and present some of their lesser-known functions in
liver regeneration. Potential therapies based on PPAR regulation will be discussed. The data suggest that further investigations are
required to elucidate whether PPAR could be a potential therapeutic target in liver surgery and to determine the most effective
therapies that selectively regulate PPAR with minor side effects.

1. Introduction

Liver transplantation has evolved as the therapy of choice for
patients with end-stage liver disease. However, the waiting
list for liver transplantation is growing at a rapid pace,
whereas the number of available organs is not increasing
proportionately. The potential use of steatotic livers, one of
the most common types of organs in marginal donors, for
transplantation has become a major focus of investigation.
However, steatotic livers are more susceptible to ischemia-
reperfusion (I/R) injury, and the transplantation of steatotic
levels results in a poorer outcome than that of nonsteatotic
livers. Indeed, the use of steatotic livers for transplantation
is associated with an increased risk of primary nonfunction
or dysfunction after surgery [1, 2]. In hepatic resections,
the operative mortality associated with steatosis exceeds
14%, compared with 2% for healthy livers, and the risks of
dysfunction after surgery are similarly higher (2, 3]. Despite
advances aimed at reducing the incidence of hepatic I/R
injury (summarized in earlier reviews) [1, 2], the results to
date are inconclusive. In this paper, we review the peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARa) and PPARy

signaling pathways in steatosis, inflaimmation and regener-
ation, three key factors in steatotic liver surgery [1-5]. Our
review of the different strategies pursued to regulate PPAR
in liver diseases may motivate researchers to develop effective
treatments for steatotic livers in patients undergoing I/R. The
potential clinical application of strategies that regulate PPAR
in the setting of steatotic liver surgery is also discussed.

2. Characteristics of PPAR

PPARs belong to the hormone nuclear receptor superfamily
and consist of three isoforms: PPARa, PPARy, and PPARS/S.
Of these, our group and others have demonstrated that
PPARa and PPARy are important regulators of postischemic
liver injury (1, 2, 6, 7] that exert their effects on steatosis and
inflammation, which is inherent in steatotic liver surgery [8—
12].

Previous results indicate that the presence of fatty infil-
tration by itself in the liver (without any surgical interven-
tion) does not induce changes in PPARa or PPARy levels,
as no differences were observed in the levels of these tran-
scription factors between steatotic and nonsteatotic livers of
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