
 
 

 
 
 
 
 

El soporte nutricional y las adipocitoquinas en 
parcial hepatectomía con oclusión vascular 

 
Mariana Mendes Braz 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra 
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 
 
 
ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB 
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos 
privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro 
ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza 
la presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta 
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de 
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 
 
 
WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the 
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative 
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital 
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not 
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or 
citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author. 



 

El soporte nutricional y las adipocitoquinas en 
parcial hepatectomía con oclusión vascular 

 

Tesis Doctoral presentada por  

 

Mariana Mendes Braz 

 

 

para optar al título de 

DOCTORA POR LA UNIVERSIDAD DE BARCELONA 

 

 

Director de Tesis: 

Dra. Carmen Peralta Uroz 

 

Tutor:  

Dra. Laura Baldomà Llavines 

 

Barcelona, Julio 2014 



 

FACULTAT DE FARMÀCIA 

 

PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA 

 

El soporte nutricional y las adipocitoquinas en 
parcial hepatectomía con oclusión vascular 

 

 

Memoria presentada por  Mariana Mendes Braz para optar al título de doctora por la Universidad de 
Barcelona 

La presente tesis doctoral ha sido realizada bajo la dirección de la Dra. Carmen Peralta Uroz  

 

 

 

Dra. Carmen Peralta Uroz     Dra. Laura Baldomà Llavines 

Directora              Tutora  

 

 

Mariana Mendes Braz 

          Doctoranda 

 

                                                                            Barcelona, 2014 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

“SI CAES ES PARA LEVANTARTE, SI TE LEVANTAS ES PARA SEGUIR, SI SIGUES ES 

PARA LLEGAR A DONDE QUIERES IR Y SI LLEGAS ES PARA SABER QUE LO MEJOR 

ESTA POR VENIR...” 

ELBANO MENDOZA 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.literato.es/autor/elbano_mendoza/


 

 

 

 

 

 

 

 

À minha mãe, ao meu pai, 

à minha irmã e aos meus avós. 
 

 

 

 

 

 

 



Agradecimientos 

A mi directora de tesis, la Dra. Carmen Peralta, por permitirme realizar esta tesis doctoral y por 
haberme enseñado, con mucha paciencia, sabiduría y respeto, sobre los diferentes temas 
relacionados con los diversos trabajos que tuve el placer de formar parte.  

Al Dr. Fernando y a la Dra. Leandra, por haberme ayudado a empezar a escribir mi historia 
profesional y por las oportunidades que me permitirán ir más lejos. 

A la Dra. Araní Casillas-Ramírez y a la Dra. Mónica B. Jiménez Castro por haber enseñado con 
paciencia y respeto las diferentes técnicas y procedimientos quirúrgicos que serán importantes 
en mi vida profesional. 

A la Dra. Marta Massip, por brindarme siempre con su amabilidad y disposición en ayudarme 
con lo que necesite.  

Gracias a mis compañeros del laboratorio Laia, Noelia y María Eugenia por el apoyo laboral 
cootidiano y por compartir el trabajo entre risas. 

Al personal del estabulario de la Facultad de Medicina, por ayudarme siempre con lo que 
necesitaba y por haberme tratado siempre con amabilidad y respeto. 

A los animales de experimentación que fueron esenciales en el desarrollo de los estudios que 
forman parte esta tesis. 

Agradeço a mina mãe, ao meu pai e a minha irmã, pelo apoio em minhas escolhas, por me 
amarem e respeitarem incondicionalmente e por acreditarem sinceramente em mim. Ao Dinho 
por seu companheirismo. 

Agradeço aos meus avós, que amorosamente torcem por mim e pelas minhas conquistas. 

Agradeço o apoio inigualável dos meus sinceros amigos Mônica e família durante todos estes 
anos. 

Agradeço a presença do meu amigo Enrique em minha vida, pois sempre me ajuda a ter muita 
calma e paciência. 

A todos aquellos que no he mencionado y que en algún momento han estado a mí lado. 

Muchas gracias. 

 

 



INTRODUCCIÓN          1 

1. Problemática de la lesión por isquemia-reperfusión en resecciones hepáticas  2 

2. Patofisiología de la lesión por  isquemia-reperfusión hepática    3 

3. La regeneración hepática         4 

4. Factores implicados en la lesión por isquemia-reperfusión y en la regeneración 7 

5. Controversias acerca de los factores implicados en la lesión por  

isquemia-reperfusión  y en la regeneración        9 

5.1 Los radicales libres de oxígeno        9 

5.2 Neutrófilos y citoquinas        10 

5.3 El óxido nítrico         11 

6. La importancia de la esteatosis en la cirugía hepática     12 

7. Mecanismos implicados en la lesión por isquemia-reperfusión y fallo en la  

regeneración en el hígado  esteatósico       14 

7.1 El estrés oxidativo         14 

7.2 La acumulación de neutrófilos y activación de las células de kupffer  15 

7.3 Las alteraciones en la microcirculación hepática     16 

7.4  El mecanismo de muerte celular       16 

7.5  Las alteraciones en el metabolismo energético     17 

8. El receptor tipo toll 4         18 

8.1 El TLR4 y la lesión por isquemia-reperfusión hepática    21 

8.2 El TLR4 y la regeneración hepática       21 

9. El tejido adiposo blanco         22 

10. Las adipocitoquinas         24 

10.1 La adiponectina         24 

10.1.1  El papel de la adiponectina en la lesion por isquemia-reperfusión  25 

10.1.2  El papel de la adiponectina en la regeneración                26 

10.2  La resistina          28 

10.2.1  El papel de la resistina en la lesion por isquemia-reperfusión  28  

10.2.2  El papel de la resistina en la regeneración     29 

10.3  La visfatina          30 

10.3.1  El papel de la visfatina en la lesion por isquemia-reperfusión  31 

10.3.2  El papel de la visfatina en la regeneración     32 



10.3.3  El papel de la visfatina en la homeostasis de los lípidos   34 

10.3.4  El papel de la visfatina en el catabolismo de los aminoácidos  36 

11.  El efecto de la administracion de lipidos sobre la lesión y la regeneración 

 hepática           38 

12.  El efecto de la administracion de glucosa en la lesion y regeneración 

hepática           41 

OBJETIVOS           43 

MATERIALES y MÉTODOS         45 

1. Modelo experimental de hepatectomía parcial con oclusión vascular   46 

1.1 Animales experimentación        46 

1.2 Anestesia          47 

1.3 Procedimiento quirúrgico        47 

2. Diseño experimental         48 

2.1 Diseño experimental del primero estudio      48 

2.2 Diseño experimental del segundo estudio      52 

3. Determinaciones bioquímicas        55 

3.1  Transaminasas         55 

3.2  Factores de crecimiento (HGF y TGF-β)      55 

3.3  Medidores inflamatorios        56 

3.3.1 Interleuquina-1 y Interleuquina-6      56 

3.3.2 Factor de necrosis tumoral-α y Proteína quimioatrayente 

 de monócitos – 1         56 

3.3.3 P65-NF-κB         57 

3.4   Adipocitoquinas         57 

3.5   ATP y caspasa-8         58 

3.6   Nicotinamida adenina dinucleótido       58 

3.7   Urea           58 

3.8   α-Cetoglutarato         58 

3.9   Glutamato deshidrogenasa                     58 

3.10 Amonio (NH4+)         59 

3.11 Nitritos y nitratos          59 



3.12  Malondialdehído         59 

3.13  Mieloperoxidasa         60 

3.14  Citocromo c oxidase        61 

3.15  Analisis y extracción de lípidos       61 

3.16  Determinación de esfingosina-1-fosfato y ceramidas     61 

3.17  Aminoácidos libres y esenciales       62 

4. Técnica de Biología Molecular        62 

4.1 Proteínas          62 

4.2 Western Blot          62 

5. PCR a tiempo real          64 

6. Estudio histológico          64 

6.1 Técnicas de immunohistoquímica       64 

6.2 Estudio histológico con hematoxilina y eosina     66 

7. Estudio estadístico          66 

RESULTADOS           67 

1. Estudio 1           68 

2. Estudio 2           87 

DISCUSIÓN           113 

CONCLUSIONES          124 

BIBLIOGRAFIA           127 

ANEXOS           149 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas 

ACC: Acetil-CoA carboxilasa 

Akt: Proteína serina/treonina quinasa 

ALT: Alanina aminotransferasa 

AMPK: Proteína quinasa dependiente de AMP 

Ang II: Angiotensina II 

Ang 1-7: Angiotensina 1-7 

AST: Aspartato aminotransferasa 

ATP: Adenosina trifosfato  

BrdU - Bromodesoxiuridina  

CDases: Ceramidasas 
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CDK2: Quinasa-dependiente de ciclina 2 

CDK4: Quinasa-dependiente de ciclina 4 

CE: Células endoteliales 

CER: Ceramida 

Cyt c: Citocromo c 

CCL4 - Tetracloruro de carbono 

CINC: Quimioatrayente de neutrófilos inducido por citoquinas 1   

CK: Células de Kuppfer 

COXI: Citocromo c oxidasa subunidad I 

COXIV: Citocromo c oxidasa subunidad IV 

CPT-1: Carnitina palmitoiltransferasa-1  

CPT-2: Carnitina palmitoiltransferasa-2 

eNOS: Óxido nítrico sintasa endotelial 

ERK 1/2: Proteína quinasa regulada por señales extracelulares 1/2  

ET: Endotelina 

FAS: Sintasa de ácidos grasos 

FGF21: Factor de crecimiento fibroblástico 

G0: Fase quiescente 

G1: Intervalo (procedente del inglés “Gap”)  

GDH: Glutationa deshidrogenasa 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

GPAT: Glicerol-3-fosfato aciltransferasas 

GSH: Glutatión 

HDL: Lipoproteínas de alta densidad 

HIF-1: Factor inducible por hipoxia 1 

HMGB1: Proteína de alta movilidad del grupo B1 

HGF: Factor de crecimiento hepatocitario 

HMW: Peso molecular alto 

HSF: Factor de transcripción de choque térmico 

H&E: Hematoxilina y Eosina 

I/R: Isquemia/Reperfusión 

ICAM-1: Molécula de adhesión intercellular 1  
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IL-6: Interleuquina-6 

IL-10: Interleuquina-10 
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IFNβ: interferon beta 
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IRAK: Quinasa asociada a IL-1R 

IKK: Quinasa de IκB  

IκB: Inhibidor de NFκB 

IRF: Factor de transcripción regulatorio de interferón 

LDL: Lipoproteínas ricas en triglicéridos  

LMW: Bajo peso molecular 

LPS: Lipopolisacárido 

LPT: Lipectomia 

LTB4: Leucotrieno B4 

M: Fase de Mitosis 

MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 

MCAD: Acil-CoA-dehidrogenasa de cadena media 

MCP: Proteína quimiotáctica de monocitos  

MD2: Diferenciación mieloide 2 

MDA: Malondialdehído 

MIP: Proteína de los macrófagos inflamatorios-1 

MIP: Proteína inflamatoria de macrófagos  

MMW: Peso molecular medio 

MPO: Mieloperoxidasa 

MyD88: Proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 
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Introducción  

1. PROBLEMÁTICA DE LA LESIÓN POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN RESECCIONES 

HEPÁTICAS 

La resección hepática es un tratamiento estándar para tumores hepáticos. El objetivo de la 

resección es eliminar la lesión macroscópica dejando suficiente masa hepática funcional con la 

preservación del flujo vascular (Garcea G., Maddern G.J., 2009, Garden G. et al., 2006).  La 

hemorragia durante la cirugía del hígado es el riesgo principal durante las resecciones hepáticas. 

Para reducir este riesgo se utiliza la oclusión vascular del flujo sanguíneo que entra en el hígado, 

esta maniobra se conoce como la maniobra de Pringle u oclusión de la tríada portal. Consiste en la 

compresión del ligamento hepatoduodenal. La maniobra de Pringle permite minimizar el sangrado 

de la superficie cortada durante la resección del parénquima, aunque no tiene efecto sobre el 

sangrado de las ramas de las venas hepáticas (Huguet C. et al., 1992, Selzner M. et al., 2000). 

Otra técnica que se utiliza, es la exclusión vascular hepática, consiste en la oclusión de la 

tríada portal y la de la vena cava inferior. Esta técnica aísla completamente el hígado y la vena 

cava retrohepática del resto de la circulación, y tiene como objetivo reducir el riesgo de 

hemorragia masiva y de formación de trombos gaseosos causados por la ruptura de la vena cava, 

o de la vena hepática, al extraer un tumor hepático muy extenso o bien situado en el lóbulo 

posterior del hígado (Huguet C. et al., 1992). Con el fin de minimizar el sangrado durante la cirugía 

hepática y las alteraciones bioquímicas ocasionadas por la interrupción del flujo sanguíneo del 

hígado, se desarrolló una técnica basada en el control selectivo de los vasos del híleo hepático, 

llamada oclusión vascular hemihepática (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 oclusión de los vasos 

aferentes (arteria hepática y vena porta) de los lóbulos hepáticos, derechos o izquierdos 

dependiendo de la situación del fragmento hepático a reseccionar, de manera que se preserva el 

flujo sanguíneo en el lóbulo hepático contralateral reduciendo así la lesión hepática asociada a la 

isquemia-reperfusión (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 cirugía, hay que tener 

presente las lesiones provocadas por la interrupción del flujo sanguíneo en la totalidad del hígado. 

Además, en pacientes con desórdenes hepáticos como es el caso de la cirrosis hepática los dos 

tipos de oclusiones vasculares comportan congestión intestinal, con el consiguiente riesgo añadido 

de sepsis (Makuuchi M. et al., 1987). 
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2. PATOFISIOLOGÍA DE LA LESIÓN POR  ISQUEMIA-REPERFUSIÓN HEPÁTICA 

En la literatura, la lesión por I/R se ha dividido en dos fases, la lesión causada por la 

isquemia y la lesión debida a la reperfusión. La separación de los eventos celulares que ocurren 

encada fase no es absoluta, ya que el daño celular en el órgano hipóxico se acentúa después de la 

restauración del aporte de oxígeno, lo que sugiere que los eventos que suceden en la reperfusión, 

son la consecuencia de aquellos que se inician durante la isquemia. Además se ha visto que la 

reperfusión de un hígado expuesto a un periodo de isquemia breve no induce ningún daño 

detectable, un hallazgo indicativo de que la reperfusión por sí sola no es perjudicial              

(Casillas-Ramírez A. et al., 2006a). 

Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxígeno al hígado y se detiene la cadena 

respiratoria mitocondrial, lo que comporta una depleción de los niveles adenosina trifosfato (ATP). 

La degradación de ATP estimula la glucólisis anaeróbica con la consiguiente formación de ácido 

láctico, 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 fenómenos inducen una alteración en los 

orgánulos citoplasmáticos y en la integridad de la membrana, pudiendo desencadenar en la 

muerte celular (Casillas-Ramírez A. et al., 2006a). 

La reperfusión (restablecimiento del flujo sanguíneo) del hígado previamente isquémico 

trae consigo dos procesos beneficiosos para el tejido isquémico, por una parte se restablece el 

aporte de energía recuperando los niveles de ATP deplecionados durante la isquemia y por otra la 

eliminación de los metabolitos tóxicos formados durante la fase previa, que tienen repercusión a 

nivel sistémico y local. Desde este punto de vista, la reperfusión podría considerarse como un 

prerrequisito para la recuperación de la lesión isquémica. Se ha establecido que la lesión hepática 

causada por la reperfusión tiene lugar en dos etapas. La primera se iniciaría inmediatamente 

después de la reperfusión con una duración de entre 4 y 6 horas conocida como fase inicial o 

aguda, y después tendría lugar una segunda fase que se alargaría durante 2 ó 3 días, conocida 

como fase tardía o subaguda (Cutrin J.C. et al., 2000, Jaeschke H.  et al., 1991a, Jaeschke H.  et al., 

1991b, Jaeschke H et al., 1991c). 
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3. LA REGENERACIÓN HEPÁTICA 

En vertebrados, la capacidad de regeneración está limitada a muy pocos tejidos, entre ellos 

el hígado. La inusual capacidad regenerativa del hígado es un mecanismo de adaptación, ya que el 

hígado es el principal órgano detoxificante del cuerpo.  Por tanto, el hígado tiene la capacidad de 

regenerarse tras una lesión o resección (Koniaris L.G. et al., 2003). Esta capacidad regenerativa no 

deja de sorprender ya que el hígado es un órgano quiescente, en términos de proliferación celular 

(Koniaris L.G. et al., 2003), en el cual solamente menos del 0,01% de los hepatocitos se están 

dividiendo en un momento determinado. Los hepatocitos constituyen el 80-90% de las células 

hepáticas. El otro 20% está integrado por células de Kupffer, endoteliales, epiteliales biliares y 

células de Ito.  

La regeneración hepática tras la hepatectomia parcial (PH) tiene lugar mediante una 

proliferación masiva de los hepatocitos supervivientes tras una resección hepática, (Koniaris L.G. 

et al., 2003) y de todas las células maduras presentes en el órgano (Michalopoulos G.K., 2007). La 

mayoría 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 

síntesis de DNA de los hepatocitos comienza entre las 12 y las 16 horas después de una PH del 

70% en animales de experimentación y alcanza su pico máximo entre las 22 y las 24 horas. Así 

mismo, un segundo pico menos notable se produce entre las 36 y las 48 horas. La síntesis de DNA 

en las células no parenquimales comienza normalmente un día más tarde, después de la síntesis 

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

 

La regeneración hepática se ha dividido en dos epatas: 

 

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

 

2) La progresión a través del punto de restricción de la fase G1 del ciclo (progresión). 

 

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

etapa, la iniciación, intervendrían las citoquinas (factor de necrosis tumoral α [TNF-α] y 

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

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

2000). 
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La regeneración hepática es un proceso asociado a cascadas de señalización que implican 

una compleja red de mediadores (Selzner M. et al., 1999). Las citoquinas tales como el TNF-α y la 

IL-6 actúan en la fase inicial de la regeneración del hígado, lo que corresponde a la entrada de los 

hepatocitos quiescentes en el ciclo celular (G0 a G1). La progresión del ciclo celular es favorecida 

por factores de crecimiento (HGF), que atraviesan el punto de restricción al final de la fase G1 

(Fausto N., Campbell J.S.,  2006, Zimmermann A. et al., 2004) (Figura 1). Las células no 

parenquimales del hígado tienen una función importante como fuente de factores de crecimiento 

y las interleuquinas, las cuales promueven o inhiben la proliferación de los hepatocitos (Figura 1). 

Las células de kupffer son responsables tanto de la producción y liberación de las 

citoquinas que favorecen la proliferación (TNF-α y L-6), como de los mediadores que inhiben tal 

proceso (IL-1 y TGF-β) (Malik R. et al., 2002). Las células endoteliales de los sinusoides son capaces 

de generar TGF-β, HGF y IL-6. Las células estrelladas hepáticas sintetizan y liberan HGF y TGF-β 

(Malik R. et al., 2002). 

El HGF juega un papel importante en la reparación y regeneración durante el daño 

hepático (Figura 1). El HGF desencadena una red compleja de rutas de señalización que activan 

funciones claves para la reparación del hígado, la supervivencia y el control redox celular (Gómez-

Quiroz L.E. et al., 2008, Nakamura T.  et al., 2010). Todas estas funciones son iniciadas por la unión 

del HGF a su receptor tirosina quinas c-Met,  el cual después de su autofosforilación, desencadena 

la transducción de diferentes vias de señalización celular (Palestino-Domínguez  M. et al., 2012). 

Estudios previos en un modelo experimental de trasplante hepático han señalado que la 

administración de HGF aumenta la regeneración del injerto hepático (Uchiyama H. et al., 1999). En 

esta misma línea, estudios realizados en un modelo experimental de regeneración por tetracloruro 

de carbono, demostraron que la administración de anticuerpos anti-HGF inhiben la regeneración 

hepática (Burr A.W. et al., 1998). 

El TGF-β tiene dos funciones: la inhibición de la proliferación celular y la inducción de la 

apoptosis (Oberhammer F. et al., 1991, Oberhammer F. A., 1992). El TGF−β actúa sobre el ciclo 

celular deteniendo la proliferación de las células al final de la fase G1 (Figura 1). Este efecto se 

consigue tras la represión de c-myc, el cual es un factor transcripcional mitogénico, así como por la 

inducción 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 síntesis del TGF-β, alcanzando su 

máxima concentración alrededor de las 48 horas. Se ha señalado que la administración 

intravenosa de TGF-β inhibe la fase temprana de la regeneración en modelos experimentales de 
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PH (Russell W.E. et al., 1988), mientras que tratamientos basados en la administración de 

anticuerpos anti-TGF-β en PH aumentan la regeneración hepática (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 transición 

de la fase G1 a S. La ciclina A-CDK2 es clave para la progresión de la replicación del DNA, y la ciclina 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fases del ciclo celular. G0: fase quiescente, G1: intervalo (procedente 

del inglés “Gap”), R: punto de restricción, S: fase de síntesis, G2: intervalo 

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

El daño hepático que sufre el hígado al someterlo a un proceso de I/R así como la respuesta 

regenerativa del hígado tras una PH es el resultado de la interacción entre diferentes tipos 

celulares y vías de señalización celular (Figura 2). 

 
Figura 2. Algunos de los mecanismos involucrados en la patofisiología de la I/R y regeneración 
hepática. TLR-4: receptor tipo toll 4, TRIF: proteína adaptadora que contiene el dominio TIR inductor de 

interferon beta, MyD88: proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide 88, TRAF6: factor asociado 

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

c, X/XOD: xantina/xantina oxidasa, IL-6: interleuquina-6, IL-10: interleuquina-10, IL-13: iInterleuquina-13, SLP: 

proteasas secretadas por leucocitos, RBP-4: proteína de transporte del retinol 4, Ang II: angiotensina I, Ang 1-
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7: angiotensina 1-7, TNF-β: factor de crecimiento transformante-beta, INF-γ: interferón gamma, RLO: radicales 

libres de oxígeno, O2-: radical superóxido, ONOO-: peroxinitrito, ATP: adenosina trifosfato, GM-CSF: factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, IL-17: interleuquina-17,  IL-10: interleuquina-10, ICAM: 

molécula de adhesión intercelular, VCAM: molécula de adhesión celular vascular; NO: óxido nítrico; ET: 

endotelina, MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos 1, MIP: proteína de los macrófagos inflamatorios-1, 

CINC: quimioatrayente de neutrófilos 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 producción de NO y ET 

contribuye al estrechamiento del lumen sinusoidal. Esto conduce a una acumulación de 

neutrófilos y a fallos en la microcirculación hepática. La activación de las CK resulta en la liberación 

de RLO (procedentes del sistema X/XOD y de la mitocondria), TNF-α e IL-1. Diferentes mediadores 

tales como la Ang II, RBP4 y Ang 1-7 intervienen en la producción de RLO. La liberación de 

citoquinas, a través de la inducción de moléculas de adhesión (ICAM y VCAM) y de la quimioquina 

CXC conduce a la acumulación y activación de neutrófilos, causando daño parequimal a través de 

la producción de RLO y proteasas. De la misma manera, la activación del factor del complemento 

C5a activa a las CK; los linfocitos T CD4+ residentes y los recién acumulados en el hígado pueden 

producir GM-CSF, INF-γ y TNF-β, los cuales amplifican la activación de las CK y promueven el 

reclutamiento de neutrófilos en el hígado; quimioquinas tales como MCP-1, MIP-1 y CINC son 

responsable de la producción de O2
- por parte de los neutrófilos mientras que el leucotrieno B4 

(LTB4) puede contribuir a la amplificación de la respuesta de los neutrófilos. Adicionalmente, 

factores anti-inflamatorios tales como IL-6, IL-10, IL-13 y el inhibidor de proteasas secretado por 

leucocitos (SLP) atenúan la repuesta inflamatoria. Los niveles de ATP serán claves para 

desencadenar necrosis y/o apoptosis. El daño celular activa vías de señalización como el HMGB-1-

TLR4, lo cual amplifica aún más el daño inflamatorio en procesos de PH bajo I/R. Es importante 

considerar que la lesión por I/R afecta negativamente el proceso de regeneración (Figura 2).  

Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados en la 

lesión por I/R hepática. Las interrelaciones entre estos mediadores y sus respectivas vías de 

señalización son muy complejas y aún no es posible hablar con total certeza de los eventos que 

suceden desde que se inicia la reperfusión hasta el momento en que se evidencian los fallos 

postoperatorios asociados a la cirugía hepática, 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 diseños experimentales con los que se trabaja. 
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5. CONTROVERSIAS ACERCA DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA LESIÓN POR ISQUEMIA –

REPERFUSIÓN Y EN LA REGENERACIÓN 

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

acerca de las posibles fuentes generadoras de RLO, la activación y acumulación de los neutrófilos, 

el papel de algunas citoquinas y los efectos y mecanismos de acción del óxido nítrico (NO). Esto 

nos permitirá entender porque la lesión por I/R y el fallo en la regeneración asociada a la PH bajo 

oclusión vascular sigue siendo un problema sin resolver en la práctica clínica. 

 

5.1 LOS RADICALES LIBRES DE OXÍGENO 

Los efectos más nocivos se producen a través de su acción sobre las membranas celulares, 

ya sea a nivel de enzimas, receptores de membrana, mecanismos de transporte o modificando las 

propiedades de los lípidos y de las proteínas de dichas membranas. También pueden 

desencadenar los procesos de peroxidación lipídica de los ácidos grasos poliinsaturados, afectando 

directamente las propiedades físicas de la membrana y provocando una depleción de estos ácidos 

grasos esenciales (Horrobin D.F., 1991, Ferguson D.M. et al.,1991, Kanno M. et al., 1993, Elias-Miró 

M. et al., 2013). 

El estrés oxidativo que acompaña la lesión por I/R hepática es la consecuencia de un 

desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y anti-oxidantes. Entre los mecanismos que generan 

sustancias pro-oxidantes se destacan la generación mitocondrial, la generación 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 superóxido dismutasa (SOD) y el glutatión (GSH) como 

sistemas enzimáticos y no-enzimáticos respectivamente. La I/R provoca una disminución de los 

niveles de SOD y GSH, hecho que agrava aún más los efectos nocivos de los RLO.  

Los RLO, al dañar proteínas y DNA tienen una influencia negativa sobre la división celular 

(Clavien P.A. et al., 1992, Diesen D.L. et al., 2010). Distintos estudios indican que los marcadores 

de peroxidación lipídica están aumentados durante la reperfusión en trasplante así como en 

resecciones hepáticas (Biasi F. et al., 1995, Reilly P.M et al., 1991).  

Resultados obtenidos en modelos experimentales de hígado perfundido aislado han puesto 

en tela de juicio la importancia del sistema X/XOD, e indican que la mitocondria podría 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 reperfusión (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, Elias-Miró M. et al., 2012b). 
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La variedad de resultados respecto a los mecanismos de generación de RLO en la I/R 

hepática 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 desempeña un 

papel crucial en el daño hepático por I/R solamente en condiciones en las cuales ocurre una 

formación importante de XOD, como por ejemplo a las 16 horas de isquemia fría. Sin embargo, 

este sistema de generación de RLO no parece ser crucial en periodos isquémicos más cortos tales 

como 6 horas de isquemia fría. (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, Elias-Miró M. et al., 2012a). Por 

otro lado, también deben considerarse los fármacos usados para inhibir el sistema X/XOD, ya que 

por ejemplo, el alopurinol parece tener más de un mecanismo de acción. Este no es solamente un 

inhibidor potente de la XOD, sino que también mejora la disfunción mitocondrial inducida por la 

isquemia. De la misma manera, es importante señalar que la implicación de los hepatocitos y/o de 

las CK como fuentes productoras de RLO depende del periodo de isquemia y de la temperatura 

(4°C y 37°C) a la cual es sometido el hígado durante la isquemia, lo cual probablemente conduce a 

diferentes mecanismos de daño en la I/R hepática (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, Elias-Miró M. 

et al., 2012a). 

 

5.2 NEUTRÓFILOS Y CITOQUINAS 

Numerosos trabajos han demostrado que la activación de los neutrófilos está implicada en 

el daño del parénquima hepático y en las alteraciones de la microcirculación asociados con la I/R 

(Cutrìn 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 teoría clásica propone que el aumento en la 

expresión de moléculas de adhesión, tales como ICAM-1 y P-selectina son primordiales para la 

acumulación de neutrófilos y el consiguiente daño hepático asociado a la I/R (Figura 2). En este 

sentido, diferentes trabajos han demostrado que al prevenir la infiltración de neutrófilos a los 

tejidos, tanto disminuyendo el número de neutrófilos como previniendo la adhesión de éstos, se 

reduce significativamente el fallo microcirculatorio y el daño tisular en modelos animales de I/R 

(Lentsch A.B., 2000, Martinez-Mier G. et al., 2001) Oponiéndose a esta teoría, también hay 

resultados que demuestran que la acumulación de neutrófilos observada en el hígado después de 

la I/R no depende de la sobre-expresión de ICAM-1 o P-selectina (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, 

Peralta C. et al., 2013). 
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La citoquina pro-inflamatoria TNF-α puede ser protectora o perjudicial en la lesión y/o 

regeneración hepática dependiendo del tipo celular y de las condiciones experimentales, 

pudiendo estimular la muerte celular o inducir efectos hepatoprotectores. El TNF-α juega también 

un papel en la regeneración hepática, actuando de manera distinta según la dosis que se 

administre. La administración de dosis altas de TNF-α resulta en una pobre regeneración hepática, 

mientras que no tiene ningún efecto si se administra a dosis bajas. Por otro lado, esta citoquina 

induce la síntesis 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-α actúa como un agente responsable 

de la iniciación de la proliferación hepatocitaria en la primera fase de regeneración hepática, 

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-α (TNFR1), podría activar una vía 

dependiente de IL-6 en la que participa el transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3) (Yamada Y. et al., 1997). Por otro lado, hay que señalar también que existen otros trabajos 

en PH con knock-out para TNFR1, en los que se demuestra que la proliferación hepática podía ser 

inducida por dos vías diferentes, una dependiente de TNF-α e IL-6, y una inducida por mitógenos, 

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

 

5.3 EL ÓXIDO NÍTRICO 

Algunos autores han observado que el NO ejerce un efecto beneficioso frente al daño por 

I/R hepática, mientras que otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso reportan 

una acción perjudicial de este mediador vasoactivo en el daño por I/R hepática. Estos efectos 

diferenciales del NO se pueden explicar por las diferencias en las enzimas productoras de NO 

(Casillas-Ramírez A. et al., 2006b). 

En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la producción de NO derivada de 

la NOS constitutiva (cNOS) tendría efectos beneficiosos en I/R hepática, la producción de NO 

derivada de la NOS inducible (iNOS), contribuiría al daño hepático. El NO derivado de la isoforma 

cNOS, constitutivamente expresada, puede disminuir los desórdenes de la microcirculación 

durante las primeras horas de reperfusión. En cambio, el NO derivado de la iNOS no puede ser 

generado hasta varias horas después de la reperfusión debido a que esta isoforma requiere 

inducción transcripcional. El exceso de producción de NO derivado de la iNOS ya no sería 

beneficioso a la microcirculación a ese tiempo de reperfusión, y por el contrario se puede 

11 



Introducción  

combinar con los RLO y generar ONOO-. Además, hay estudios que proponen que el NO derivado 

de la iNOS induce la liberación de cyt c y de caspasas favoreciendo los procesos pro-apoptóticos. 

Sin embargo, también existen controversias en relación al papel del NO derivado de la iNOS, ya 

que otros estudios han sugerido que este NO es beneficioso porque induce la expresión de la 

proteína anti-apoptótica Bcl-2 e inactiva caspasas (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b). 

Además, para entender los diferentes resultados en relación al papel del NO en la lesión 

por I/R hepática, es importante clarificar si la fuente de NO es endógena o exógena. Mientras que 

se ha demostrado que el NO endógeno puede reducir la acumulación de neutrófilos, la 

suplementación exógena de NO no modificó este parámetro pero se asoció con una inhibición en 

la producción de ET (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b). 

En cuanto a la influencia del NO sobre la regeneración hepática 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 repoblación hepatocitaria del hígado (Koniaris L.G. et al., 2003). Tras una PH, el 

hígado remanente recibe el volumen de flujo sanguíneo que recibía el hígado entero y esto lleva a 

una mayor producción de NO por parte de la eNOS en las células endoteliales, lo cual es esencial 

para que las células del parénquima hepático entren en la fase G1 y empiece la regeneración 

hepática. Por otro lado, parece ser que la iNOS tendría un papel importante 6 a 8 horas después 

de la hepatectomía, y su inducción dependería de citoquinas (TNF-α 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 oclusión vascular (Ramalho F.S. et al., 2009). 

 

6. LA IMPORTANCIA DE LA ESTEATOSIS EN LA CIRUGÍA HEPÁTICA 

La esteatosis o hígado graso es la acumulación de cantidades excesivas de triglicéridos y 

otras grasas dentro de las células del hígado. Esta acumulación de grasas, es considerada 

patológica cuando excede el 5% del peso del hígado (Veteläinen R. et al., 2007). 

La esteatosis hepática se puede caracterizar cuantitativamente y cualitativamente 

(Veteläinen 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 lipídicas más de un 60% de los hepatocitos. La 

evaluación cualitativa divide la esteatosis en dos tipos: macrovesicular, cuando los hepatocitos 

contienen una única vacuola de gran tamaño que suele desplazar el núcleo del hepatocito hacia la 

periferia, y microvesicular, si el hepatocito contiene múltiples vacuolas pequeñas de grasa en el 
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citoplasma. Las circunstancias más habituales asociadas a esteatosis hepática son la obesidad, la 

diabetes tipo II, la ingesta de alcohol, la alimentación parenteral, enfermedades metabolicas y 

ciertos tipos de hepatitis infecciosas (McCormack L. et al., 2011).  

La esteatosis hepática es la enfermedad crónica del hígado más común en el mundo y 

afecta a todos los grupos raciales, étnicos y de edad. Varios estudios han reportado una 

prevalencia del 10% al 20% de esteatosis en la población delgada, del 60 al 74% entre la población 

obesa y más de 90% en los obesos mórbidos. Aproximadamente un 3% de los niños delgados 

están afectados y la prevalencia incrementa hasta en un 53% en niños obesos. Debido al aumento 

de la obesidad en los países occidentales, se espera que en el futuro aumente la prevalencia de 

esteatosis hepática (Veteläinen R. et al., 2007). 

La esteatosis hepática es un hallazgo histológico común en biopsias de hígado humano, y se 

estima que más del 20% de los pacientes programados para resección hepática presentan algún 

grado de esteatosis (Veteläinen V. et al., 2007). En posibles donantes de hígado, la prevalencia de 

esteatosis hepática es del 26% (Selzner M., Clavien P. A., 2001). En comparación con los hígados 

no esteatósicos, los hígados esteatósicos muestran fallo en la regeneración y reducción de la 

tolerancia frente a la lesión inducida por I/R. De hecho, se ha descrito la existencia de fallo 

hepático post-quirúrgico después de resecciones hepáticas en hígados con esteatosis (Belghiti J. et 

al., 2000, Behrns K.E. et al., 1998). Además el hecho de utilizar estos hígados en trasplantes 

hepáticos está asociado a un aumento en el riesgo de disfunción hepática o fallo primario después 

de la cirugía (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 

población y por lo tanto en la cirugía hepática, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias 

para minimizar los efectos adversos de la lesión por I/R en los hígados esteatósicos y el fallo en la 

regeneración hepática que presentan tales hígados. Esto disminuiría por lo tanto el riesgo de 

disfunción o fallo primario tras la cirugía hepática y se aumentaría el número de injertos 

disponibles para ser trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los mecanismos 

que conducen a la mayor susceptibilidad de un hígado esteatósico frente a la lesión por I/R y al 

fallo en la regeneración. Teniendo en cuenta que la lesión por I/R afecta negativamente el proceso 

de regeneración hepática, los trabajos descritos en la literatura se han basado principalmente en 

reducir la lesión inducida por I/R, ya que repercute favorablemente en la regeneración hepática.  
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7. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA LESIÓN POR ISQUEMIA –REPERFUSIÓN Y FALLO EN LA 

REGENERACIÓN EN EL HÍGADO ESTEATÓSICO 

Como se ha mencionado anteriormente, los hígados esteatósicos toleran peor que los no 

esteatósicos la lesión por I/R y presentan mayores problemas de regeneración tras la cirugía 

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

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

susceptibilidad de los hígados esteatósicos frente a la lesión por I/R y al fallo en la regeneración.  

 

7.1 EL ESTRÉS OXIDATIVO 

Los hígados esteatósicos son más susceptibles que los no esteatósicos a la peroxidación 

lipídica debido a sus bajas defensas antioxidantes y/o su mayor producción de RLO. Durante la 

reperfusión la generación 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 orgánulos, conduciendo a la disfunción mitocondrial y al fallo en la síntesis de ATP. 

Uno de los efectos importantes de la producción descontrolada de RLO es la peroxidación lipídica 

de la membrana y de otros lípidos celulares, dando lugar a alteraciones estructurales y al deterioro 

funcional de los componentes celulares (Elias-Miró M. et al., 2013). Además los productos de la 

peroxidación lipídica, como por ejemplo el malondialdehído (MDA), podrían actuar como 

atrayentes de neutrófilos e inducir necrosis celular (Day C.P., James O.F., 1998, Curzio M et al., 

1985). La causa de este aumento en la peroxidación lipídica podría ser debido a que en los hígados 

esteatósicos hay una mayor cantidad de substrato fácilmente oxidable (Letteron P. et al., 1996). En 

condiciones basales, los sistemas antioxidantes del hígado son suficientes para contrarrestar la 

peroxidación lipídica que se produce en el hígado. Sin embargo, en hígados esteatósicos 

sometidos a PH bajo I/R la peroxidación de lípidos se ve muy incrementada y los sistemas 

antioxidantes del hígado se ven sobresaturados. 

Diferentes trabajos se han centrado en prevenir el aumento de estrés oxidativo observado 

en los hígados esteatósicos. 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 administración de tocoferol, que 

tiene propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia del hígado esteatósico a la isquemia 

caliente. Por otro lado, estudios experimentales en hígados esteatósicos inducidos mediante dieta 
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deficiente en colina-metionina, mostraron que la administración de precursores de GSH, como la 

N-acetilcisteína, pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en los hígados esteatósicos 

pero sin bloquear los RLO. Además, en hígados esteatósicos inducidos por dieta o por alcohol, se 

producen RLO insensibles a la SOD y catalasa y que están implicados en la vulnerabilidad de este 

tipo de hígados a la lesión por I/R (Elias-Miró 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 ACUMULACIÓN DE NEUTRÓFILOS Y ACTIVACIÓN DE LAS CÉLULAS DE KUPFFER 

El exceso de grasa en un hígado esteatósico produce alteraciones en la fluidez de las 

membranas debido a la menor presencia de colesterol y de ácidos grasos poli-insaturados 

(Fukumori T. et al., 1999). Estas alteraciones, junto con el mayor deterioro que sufren las células 

endoteliales tras la isquemia, podría derivar en un aumento en la infiltración de neutrófilos en el 

tejido hepático (Hui A.M. et al. 1994, Fukumori T. et al., 1999, Nakano H. et al., 1997) (Figura 2). La 

implicación de los neutrófilos en la mayor vulnerabilidad de los hígados grasos frente a la lesión 

por I/R está documentada en diversos estudios, especialmente en hígados grasos inducidos por 

alcohol (Teramoto K. et al., 1993). En un modelo experimental de trasplante hepático en ratas 

Zucker se ha demostrado que el bloqueo de integrinas y selectinas, moléculas implicadas en la 

adhesión de los neutrófilos al endotelio sinusoidal, redujo la lesión hepática y aumentó la 

supervivencia de las ratas tras el trasplante hepático (Amersi F. et al., 2002, Amersi F. et al., 2003, 

Fondevila C. et al., 2005). Por otra parte, en otros modelos de esteatosis hepática los neutrófilos 

no parecen ser los responsables de la poca tolerancia de los hígados esteatósicos frente a la lesión 

por I/R (Serafín A. et al., 2002, Nakano H. et al., 1997, Yamada S. et al., 2000). En este sentido, se 

ha observado la misma acumulación de neutrófilos en hígados esteatósicos que en no esteatósicos 

en ratas Zucker sometidas a I/R hepática normotérmica, incluso en modelos de esteatósis hepática 

inducida por la ingesta de una dieta rica en colesterol (Koneru B. et al., 1995, Sun C.K. et al., 2001). 

En los hígados grasos, se ha demostrado un aumento en el número y en la actividad fagocítica de 

las CK, con respecto a los hígados no esteatósicos (Teramoto K. et al., 1993). Este hecho podría 

explicar la vulnerabilidad de los hígados grasos a la lesión por I/R, ya que las CK son una fuente 

muy importante de RLO y citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-α y la IL-1. Tales citoquinas 

inhiben el proceso de regeneración hepática. 
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7.3 LAS ALTERACIONES EN LA MICROCIRCULACIÓN HEPÁTICA 

La acumulación de grasa en el citoplasma de los hepatocitos está asociada con un aumento 

en el volumen celular, que puede resultar en una obstrucción parcial o total del espacio sinusoidal 

hepático, causando un aumento en la resistencia intraportal hepática y una disminución del flujo 

sanguíneo que reciben los hepatocitos con infiltración grasa (Ricci C. et al., 1997). En humanos y 

modelos experimentales se ha demostrado que en el hígado graso se produce una disminución de 

aproximadamente el 50% del flujo sanguíneo sinusoidal, respecto a los hígados no esteatósicos lo 

que podría inducir un estado de hipoxia crónica (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 disminución en el flujo sanguíneo se debe al aumento de tamaño de los hepatocitos 

debido a la presencia de vacuolas lipídicas 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 microcirculación podrían amplificar los efectos negativos 

producidos por la I/R sobre la lesión y regeneración hepática.  

 

7.4 EL MECANISMO DE MUERTE CELULAR 

Se ha de mencionar también, que una característica clave del daño isquémico en el hígado 

no esteatósico es la apoptosis, una forma activa de muerte celular que requiere energía. La 

apoptosis permite la eliminación de células dañadas con la mínima 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 hígados esteatósicos es la necrosis. 

En la muerte celular por necrosis se produce una rotura inespecífica de los orgánulos celulares y 

de la membrana citoplasmática, así pues se libera el contenido celular, agravando la lesión 

inflamatoria hepática (Selzner M. et al., 2001, Behrns K.E. et al., 1998, Crowley H. et al., 2000). 

Se ha demostrado que los hígados esteatósicos presentan alteraciones en la vía de 

señalización apoptótica. En consonancia, estrategias terapéuticas basadas en la inhibición de la 

apoptosis, que reducen el daño isquémico en hígados no esteatósicos, no son capaces de proteger 

en presencia de esteatosis (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, Selzner M. et al., 2000). 

El término “necrapoptosis” se utiliza para describir un proceso que empieza con una señal 

de muerte celular común y el cual culmina ya sea en lisis celular (muerte celular necrótica) o en 

reabsorción celular programada (apoptosis) (Casillas-Ramírez A. et al., 2006b, Peralta C. et al., 

2013). El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte celular podría estar asociado, entre 
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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 hígados grasos tras la I/R hepática podría explicar el 

fallo de la apoptosis en este tipo de hígados y el predominio de la lesión 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 ENERGÉTICO 

El restablecimiento de los niveles de ATP durante la restauración del flujo sanguíneo tras la 

isquemia hepática en ratas ha sido reportado como un determinante de la viabilidad del tejido 

hepático y de la tasa de supervivencia (Vollmar B. et al., 1994). El ATP es una molécula necesaria 

para la síntesis de DNA (Harvey P.R. et al., 1988). Durante la regeneración del hígado, el ATP es 

esencial en la transición 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 relación estrecha entre los 

niveles de ATP en el hígado remanente y la regeneración hepática del mismo (Maruyama H. et al., 

1995). Existe una correlación directa entre el contenido de ATP en el hígado al final de la isquemia 

fría y la recuperación del paciente trasplantado (Harvey P. R. et al., 1988). Diversos estudios 

muestran que tras varias horas de isquemia normotérmica o fría los hígados esteatósicos 

presentan una depleción de los niveles de ATP mayor que la sufrida por los hígados no 

esteatósicos (Fukumori T. et al., 1997, Selzner N. et al., 2003a). Por el contrario, en otros estudios 

llevados a cabo en un modelo de isquemia hepática normotérmica se observaron niveles 

semejantes de ATP en ambos tipos de hígados durante la isquemia pero una recuperación del 

metabolismo energético más lenta durante la reperfusión en los hígados esteatósicos (Trevisani F. 

et al., 1996). Según 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 reperfusión (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 más evidentes tras un proceso de I/R y que dan lugar a la producción de RLO y a un 

significante deterioro del metabolismo energético tras el trasplante, siendo ambos factores 

responsables de la poca tolerancia que presentan los hígados esteatósicos a la lesión por I/R y al 
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fallo en la regeneración (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. EL RECEPTOR TIPO TOLL 4  

Los receptores TLR son proteínas transmembrana tipo I. Hasta el momento se han 

identificado 11 receptores TLR en humanos, mientras que en ratón se han identificado 13 TLR. Los 

TLR 1-9 están conservados en el hombre y el ratón  (Medzhitov R. et al., 1997, Takeda K. et al., 

2005). 

En cuanto a la localización celular de los receptores TLR, los receptores TLR1, TLR2, TLR4, 

TLR5 y TLR6 se localizan en la membrana plasmática, 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 proteína transmembrana que existe principalmente en los macrófagos, como las CK del 

hígado, y que juega un papel esencial en la respuesta inflamatoria (O'Neill L.A. et al., 2007).  

El ligando específico 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 

que debe unirse a la proteína adaptadora MD-2 en su parte extracelular (Figura 3). El LPS a su vez, 

se une a la proteína de unión a LPS y a la proteína CD14 localizada en la superficie de los fagocitos. 

La interacción ligando-receptor provoca una dimerización del mismo y el inicio de la 

cascada de señalización en el que intervienen varias proteínas adaptadoras. La vía de señalización 

consiste, al menos, en dos rutas: vía dependiente del MyD88, común a todos los receptores TLR 

excepto al TLR3 y la vía independiente de MyD88, propia del TLR4 (Akira S. et al., 2003). 

Tras la unión del ligando, el receptor dimeriza y se inicia la vía dependiente del MyD88. El 

receptor cambia su conformación y facilita la unión de proteínas adaptadoras a través dominio 

TIR: la proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 (MyD88) y la proteína 

adaptadora que contiene el dominio TIR (TIRAP), también llamada Mal. La proteína 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 formación 

del complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que libera el complejo del 

receptor. A continuación este complejo interacciona en la membrana con la proteína unida a TAK 

(TAB2) lo que provoca la liberación de las proteínas IRAK y la formación de un nuevo complejo 

compuesto por TAB2, TAK1 (quinasa asociada a TGF-α), TAB1 y TRAF6 que se libera al citosol. La 
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translocación al citosol hace que TAK1 se active y provoque la activación de las MAPK y de la 

quinasa de IκB (IKK) que fosforila a IκB (inhibidor de NFκB), degradándose ésta y liberando a NFκB, 

este pasa al núcleo e induce la expresión 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 vía independiente de MyD88, la estimulación con LPS provoca la interacción del 

receptor con dos proteínas adaptadoras, la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la 

que induce Interferon β (IFNβ) y que contiene el dominio TIR (TRIF), produciéndose la activación 

del factor de transcripción IRF-3 (factor regulador de interferón) que se fosforila y se transloca al 

núcleo donde induce la producción de IFNβ. Éste último activa a las proteínas STAT (transductor 

de señal y activador de la transcripción) con la consiguiente activación de genes inducibles por 

interferón como IFNβ, 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. Vía de señalización del TLR4. MD2: diferenciación mieloide 2, TIRAP: proteína adaptadora que 

contiene el dominio TIR; IRAK: quinasa asociada a IL-1R; TRAF: factor asociado al receptor del factor de 

necrosis tumoral, TAB: proteína unida a TAK, TAK: quinasa asociada a TGF-α, IKK: quinasa de IκB, IkB: 

inhibidor de NFκB, NFkB: factor nuclear kappa β, iNOS: óxido nítrico sintasa inducible, COX - ciclooxigenasa, 

VCAM: molécula de adhesión celular vascular, IRF-1: factor regulatorio de interferón de tipo 1, IFNβ: interferon 

beta, TRAM: molécula adaptadora relacionada con TRIF, IRF-3: factor de transcripción regulatorio de 

interferón, STAT: transductor de señal y activador de la transcripción, LPS: lipopolisacáridos.  
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8.1 EL TLR4 Y LA LESIÓN POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN HEPÁTICA 

Estudios previos señalan la implicación del TLR4 en el daño hepático en diversos modelos 

experimentales de inflamación (Gong Q. et al., 2010, Kang J.W. et al., 2011). La inhibición de la 

expresión del gen de TLR4 puede reducir la lesión hepática en modelos experimentales de daño 

hepático agudo (Zhai Y. et al., 2004). El  tratamiento con E5564, un antagonista de TLR4, mejora la 

tasa de  supervivencia de ratas con fallo hepático fulminante inducido por D-galactosamina y LPS 

(Kitazawa T. et al., 2010). 

Numerosos estudios han señalado que la vía de señalización del TLR4 es responsable del 

daño por I/R en hígados no esteatósicos 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 hepático (Shen X.D. et al., 2007, Shen X.D. et al., 

2011). Además, la interrupción de la señalización de TLR4 tiene efectos beneficiosos sobre la 

lesión hepática en hígados esteatósicos sometidos a I/R normotérmica.  

Aunque la señalización del TLR4 es relevante en la lesión por I/R hepática, existe cierta 

controversia sobre cuáles de las vías de señalización (MyD88 y/o TRIF) es la activada tras la I/R 

hepática (Kang J.W. et al., 2011, Zhai Y. et al., 2004). Hasta la fecha, no se ha descrito cuál es el 

papel del TLR4 en injertos hepáticos esteatósicos sometidos a PH bajo oclusión vascular.   

 

8.2 EL TLR4 Y LA REGENERACIÓN HEPÁTICA 

Los resultados sobre el papel de la vía del TLR4 en la regeneración hepática 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 vía TLR4/MyD88 era crítico para la iniciación de la 

regeneración del hígado (Li X. et al., 2004) ya que ratones mutantes para el TLR4 no pudieron 

restaurar su función normal hepática (Su G.L. et al., 2004). Siguiendo con la misma linea, un fallo 

en la regeneración hepática se observó en ratones deficientes en MyD88 tras una PH sin oclusión 

vascular. Este fenómeno se asoció con la disminución en la expresión de genes implicados en la 

replicación de hepatocitos, en la expresión de STAT3 y en la producción de TNF-α/IL-6 en CK. Por 

otro lado, estudios posteriores en PH sin oclusión vascular indican que ratones deficientes en 

MyD88 no expresaron fallo en la regeneración hepática (Campbell J. S. et al., 2006). Las diferencias 

en la técnica quirúrgica y en las condiciones experimentales pueden ayudar a explicar, al menos 

parcialmente, los diferentes hallazgos sobre el papel de la via del TLR4, específicamente la vía 

dependiente de MyD88 en la regeneración hepática (Yin S., Gao B., 2010). Se desconoce el papel 
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de la vía del TLR4 en la lesión y regeneración en hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos 

a PH bajo oclusión vascular. 

 

9. EL TEJIDO 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 metabólicamente muy activos y responden rápidamente a estímulos hormonales 

en coordinación metabólica con el hígado, el músculo esquelético y el corazón. 

Como otros tipos celulares, los adipocitos tienen un activo metabolismo glucolítico, utilizan 

el ciclo del ácido cítrico para oxidar el piruvato y los ácidos grasos y realizan la fosforilación 

oxidativa mitocondrial. En periodos de elevada ingesta de glúcidos, el tejido adiposo puede 

convertir la glucosa (a través de la formación de piruvato y acetil-CoA) en ácidos grasos, convertir 

los ácidos grasos en triglicéridos (TG) y almacenarlos como grandes glóbulos de grasa, aunque en 

los seres humanos la mayor parte de la síntesis de ácidos grasos tiene lugar en los hepatocitos. Los 

adipocitos también almacenan TG, que proceden del hígado (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 morfológica y funcionalmente en tejido adiposo 

blanco y tejido adiposo marrón, que difieren entre si, en cuanto a color, morfología, distribución, 

genes y función (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 subcutánea, 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). Además contiene fibroblastos, células 

endoteliales, preadipocitos, y macrófagos (Blancas-Flores G. et al., 2010). 

El TAB tiene las siguientes funciones: reservorio de energía, almacena ácido grasos y los 

libera a la circulación para mantener adecuadas concentraciones sistémicas; sintetiza lípidos a 

partir de excedentes de hidratos de carbono o proteínas; responde a estímulos hormonales y 

nerviosos; y secreta sus propias hormonas, las llamadas adipocitoquinas (Trayhurn P., Beattie J.H., 

2001) (Figura 4). Recientemente se está proponiendo al tejido adiposo como una fuente 

importante de células madre adultas (Fernyhough M. E. et al, 2008). 
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Al TAB actúa como un órgano endocrino encargado de secretar diferentes adipocitoquinas 

tales como citoquinas, hormonas y factores de crecimiento. Intervienen en la regulación de la 

homeostasis energética, sensibilidad insulínica, metabolismo de lípidos y carbohidratos (Havel P. 

J., 2004) y regeneración hepática (Ezaki H. et al., 2009, Tsai C. Y et al., 2011) (Figura 4). 

En resecciones hepáticas el hígado no es capaz de mantener la homeostasis de la glucosa 

debido a su tamaño reducido, lo que conduce a una hipoglucemia considerable (Rao M.S., Reddy 

J.K., 2000). En el inicio de la regeneración del hígado, los hepatocitos remanentes utilizan la β-

oxidación de los ácidos grasos en lugar de la glucosa como fuente de energía (Wang G. et al., 

2004). El hígado en regeneración desencadena vías de señalización con la finalidad de que los 

ácido grasos sean liberados del tejido adiposo periférico y captados por el hígado, lo cual a su vez 

puede promover lipogenesis hepática y conduce a la rápida acumulación intracelular de TG 

(Newberry E.P. et al., 2008) (Figura 4).  

Palmero E. et al. (1999) señalaron que ratas sometidas a PH presentaban un aumento en la 

actividad de la lipoproteína lipasa en el TAB y en el músculo esquelético. Estudios recientes han 

demostrado por diferentes estrategias farmacológicas (como clofibrato, leptina, o propranolol) y 

genéticas (basadas en alteraciones de la expresión del receptor de glucocorticoides) que la 

inhibición de la regeneración hepática tras una PH es debida a una disminución de la acumulación 

de grasa hepática (Srinivasan S.R. et al., 1990, Shteyer E. et al., 2004, Walldorf J. et al., 2010, 

Shteyer E. et al., 2004). Estos resultados indicarían un papel indispensable de la esteatosis 

hepática transitoria en la regeneración del hígado tras una PH. Sin embargo, a pesar de que la 

regeneración del hígado está fisiológicamente asociada con una esteatosis transitoria, existen 

considerables evidencias de que la acumulación de grasa en el hígado es un factor que afecta 

negativamente el proceso de regeneración hepática (Zhang B.H. et al., 1999). 
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10. LAS ADIPOCITOQUINAS 

El término “adipocitoquinas” (citoquinas del tejido adiposo) comprende a factores 

polipeptídicos sintetizados mayoritariamente en el tejido adiposo. En los últimos años, las 

investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como potenciales dianas terapéuticas en 

distintas patologías relacionadas con la obesidad y el síndrome metabólico. Las adipocitoquinas 

regulan la esteatosis, inflamación y fibrosis (Marra F., Bertolani C., 2009). Estudios recientes han 

implicado a las adipocitoquinas en la vulnerabilidad de los hígados esteatósicos a la lesión por I/R 

normotérmica (Massip-Salcedo M. et al., 2008, Man K. et al., 2005, Casillas-Ramírez A. et al., 2011, 

Elias-Miró M., 2012b). Tal y como se expondrá a continuación, no existen estudios acerca del 

papel de las adipocitoquinas tales como la adiponectina, visfatina y resistina en la lesión por I/R y 

en la regeneración hepática en condiciones de PH ni en los hígados esteatósicos ni en los no 

esteatósicos. 

 

10.1 LA ADIPONECTINA 

La adiponectina es una proteína 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 metabólicas se relacionan principalmente 

con la forma HMW que es la forma más activa en el hígado (Wang Y. et al., 2009, Whitehead J.P. et 

al., 2006, Wang Y. et al., 2006).  

Figura 4. Funciones del tejido adiposo blanco (TAB) en  la regeneración 
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Los principales receptores de la adiponectina in vivo son AdipoR1 y AdipoR2 que 

pertenecen a la familia de receptores que contienen dominios transmembrana. AdipoR1 se 

expresa abundantemente en el músculo y está estrechamente vinculado a la activación de la vía 

de la proteína quinasa dependiente de AMP (AMPK) que regula la inhibición de la gluconeogénesis 

junto con una mayor oxidación de ácidos grasos. AdipoR2 se expresa en el músculo y en el hígado, 

y parece asociarse con la activación del PPARα, la inhibición de la inflamación 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 relación a la síntesis de esta adipocitoquina en hígado. Mientras 

unos autores señalan que la adiponectina es captada por los hepatocitos a partir de la circulación 

(Wang Y. et al., 2006, Neumeier M. et al., 2006), otros sugieren que el hígado es capaz de 

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

 

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

La adiponectina se considera como un posible regulador de la esteatosis e inflamación 

hepática asociada a diferentes desórdenes hepáticos (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 

podría ser un estrategia prometedora para el tratamiento de hígados esteatósicos sometidos a I/R. 

Es bien conocido el papel de la infiltración grasa y la inflamación en la vulnerabilidad de los 

hígados esteatósicos frente a la lesión por I/R (Casillas-Ramírez A, et al., 2006b, Selzner M., Clavien 

P.A., 2001, Massip-Salcedo M. et al., 2007). Sólo dos estudios han descrito un papel de la 

adiponectina en los hígados esteatósicos 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 hígados esteatósicos sometidos a isquemia normotérmica. En 

estas condiciones, los hígados esteatósicos mostraron niveles mayores de adiponectina (tanto de 

mRNA como de proteína) al compararlos con los hígados no esteatósicos. El tratamiento con 

silenciadores de adiponectina, redujo el estrés oxidativo y las lesiones hepáticas en los hígados 

esteatósicos. En el mismo estudio, el precondicionamiento isquémico redujo la acumulación de 

adiponectina en los hígados esteatósicos y sus efectos negativos sobre el estrés oxidativo y el daño 

hepático. En otro estudio, realizado en injertos hepáticos esteatósico de tamaño reducido, se 
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demostraron niveles séricos elevados de adiponectina posterior al trasplante (Man K. et al., 2006). 

El tratamiento con adiponectina ejerció efectos anti-inflamatorios y mejoró la microcirculación 

hepática. 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 esteatósico de tamaño 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 hígados de 

ratas no esteatósicos sometidos a I/R, donde la administración de adiponectina redujo la 

respuesta inflamatoria y la apoptosis de los hepatocitos, lo que está relacionado con la capacidad 

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

 

10.1.2 EL PAPEL DE LA ADIPONECTINA EN LA REGENERACIÓN 

La adiponectina juega un papel clave en el metabolismo lipídico, energético y en la 

proliferación celular los cuales son esenciales en la regeneración hepática (Michalopoulos G. K., 

DeFrances M.C., 1997). Shu R. Z. et al. (2009) señalaron que se requiere adiponectina para la 

progresión de la regeneración hepática. Estos autores demostraron que en ratones knock-out de 

adiponectina, sometidos a PH del 70% se observó un fallo en la regeneración hepática y 

alteraciones en el metabolismo de los ácidos grasos. Tales efectos fueron asociados a una 

reducción del STAT3 y a un aumento de la expresión génica del supresora de la señalización 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 regeneración 

hepática debido a la reducción en la expresión de la ciclina y disfunciones en la oxidación de ácidos 

grasos.  Además, la expresión del receptor activador de la proliferación de peroxisomas (PPARα) y 

de la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1), una enzima importante para la oxidación 

mitocondrial del ácido graso, estaba disminuida en estos animales, lo que sugiere que la ausencia 

de esta adipocitoquina  es responsable de las alteraciones en el metabolismo lipídico (Shu R.Z. et 

al., 2009). Adicionalmente, Man K. et al. (2006) demostraron las propiedades anti-obesidad y 

regenerativas de la adiponectina en trasplantes con injertos esteatósicos de tamaño reducido, 

señalando que la adiponectina era capaz de regular la expresión de FAS y UCP2 y aumentar de los 

niveles hepáticos de ATP (Figura 5). 
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Figura 5. Efecto de la adiponectina sintetizada en el tejido adiposo sobre las vías de señalización 
implicadas en la lesión y la regeneración hepática. UPC: proteína mitocondrial desacoplante, FAS: 

sintasa de ácidos grasos, SREBPS: proteínas ligadoras de elementos reguladoras de esterol, GPAT: glicerol-

3-fosfato aciltransferasas, ACC: acetil-CoA carboxilasa, AMPK: proteína quinasa dependiente de AMP, Akt: 

proteína serina/treonina quinasa, Socs 3: supresora de la señalización por citocinas-3, CPT-1: carnitina 

palmitoiltransferasa-1, NO: oxido nítrico, RLO: radicales libres de oxígeno. 
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10.2 LA RESISTINA 

La resistina es una hormona dimérica de 114 aminoácidos y de 12,5 kDa (Bokarewa M. et 

al., 2005). La resistina recibe su nombre por su supuesto efecto en la inducción de resistencia a la 

insulina en ratones (Kusminsky C.M. et al., 2005). Se ha encontrado en adipocitos, macrófagos 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 expresión de resistina es difícilmente detectable en los adipocitos y se encuentra 

principalmente en monocitos/macrófagos (Lehrke M. et al., 2004, Savage D.B. et al., 2001, 

Steppan C.M., Lazar M.A., 2004). Estos diferentes patrones de expresión posiblemente se traducen 

en diferentes propiedades biológicas 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 última la biológicamente activa. Hasta el momento no se conocen con exactitud las posibles 

funciones biológicas de la resistina. Se ha propuesto que la resistina podría jugar un papel en el 

desarrollo de resistencia a la insulina, en la adipogénesis y en la inflamación, aunque existen 

grandes divergencias entre los diferentes estudios. Estas discrepancias pueden deberse a la 

metodología empleada en su determinación, a diferencias en el comportamiento de la misma en 

los distintos modelos animales empleados y a que pueda ser diferente su regulación dependiendo 

de si se trata de una situación fisiológica o de una patología (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-REPERFUSIÓN  

La resistina es capaz de inducir y de responder a los estímulos inflamatorios, incluyendo las 

citoquinas, los mitogenos y las endotoxinas (Tarkowski A. et al., 2010). En pacientes sometidos a 

cirugía cardiaca con bypass cardiopulmonar se ha identificado un aumento de la resistina, lo que 

permite a los autores relacionar la ocurrencia de la lesión por I/R con el proceso inflamatorio. Se 

encontró 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 lesión inducida por I/R cardíaca en ratas a través del TNF-α, vía 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 activación de la vía PI3K/Akt/PKCε/KATP (Figura 6). Además 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 patologías hepáticas. Las 

evidencias vinculan la resistina con la inflamación hepática, y señalan que el hígado puede 

contribuir más al aumento de los niveles de resistina en circulación 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 alcohólica (Pagano C. et al., 

2006) y en pacientes con cirrosis (Bahr M.J., et al., 2006). En ratones, la administración de la 

resistina empeora significativamente la inflamación y la lesión hepática inducida por LPS (Beier J. I. 

et al., 2008).  

 

10.2.2 EL PAPEL DE LA RESISTINA EN LA REGENERACIÓN 

Hay pocos estudios sobre los efectos proliferativos de la resistina en las células. Se ha 

mencionado que la resistina induce la proliferación de células humanas aórticas  del músculo liso a 

través de las vías de señalización ERK1/2 y de PI3K/Akt (Calabro P. et al., 2004) (Figura 6). 

Siguiendo con la misma línea, la resistina induce la proliferación y la migración de células 

endoteliales humanas y promueve la formación de capilares, incrementa la expresión del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGFR) y de las metaloproteinasa de matriz, y activa las vías 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 desempeñar un papel importante en los trastornos vasculares asociadas con la 

angiogénesis. La participación de la resistina en los efectos inducidos por la adiponectina sobre la 

lesión hepática, la supervivencia y la proliferación celular en el trasplante de hígados esteatósicos 

en ratas ha sido identificado por Jiménez-Castro M. et al. (2013) (Figura 6). En tal estudio, la 

resistina aumentó la expresión de la vía PI3K/Akt, la cual juega un papel crucial en la supervivencia 

celular (Liu C. M. et al., 2013, Casillas-Ramírez A. et al., 2006b) (Figura 6). Se desconoce si tales 

efectos podrían ser extrapolados a condiciones quirúrgicas de PH bajo oclusión vascular. 
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10.3 LA VISFATINA 

La visfatina denominada inicialmente como nicotinamida fosforribosil transferasa (Nampt), 

es una proteína de 52 kDa, sintetizada por células de la médula ósea, del hígado, del músculo y 

linfocitos. Inicialmente se le identificó como un factor estimulante de las colonias de células pre-B 

(PBEF) que inhibe la apoptosis de los neutrófilos activados y aumenta la maduración de 

precursores de células β 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 macrófagos 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 metabólicos, como la diabetes 

mellitus, la obesidad o el síndrome metabólico (Chen M. P. et al., 2006, Filippatos T. D. et al., 

2007), la relevancia fisiopatológica de la visfatina sigue siendo poco conocida. El aumento de los 

niveles circulantes de visfatina se ha asociado con el aumento de los niveles plasmáticos de 

marcadores inflamatorios (Chen M. P. et al., 2006), con el daño vascular y la disfunción endotelial 

Figura 6. Efecto de la resistina en diferentes patologías. NFkB: Factor nuclear kappa β, PI3K/Akt: fosfatidil 

inositol 3 quinasa/ proteína serina/treonina quinasa, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, MMP: 

metaloproteasa de la matriz, ERK1/2: quinasa regulada por señales extracelulares, p38: proteína quinasa 

activada por mitógenos.  
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(Takebayashi K. et al., 2007, Yilmaz M. I. et al., 2009) (Figura 7).  Lee W.J. et al. (2009), 

demostraron que la visfatina extracelular estimula la síntesis de varias citoquinas pro-inflamatorias 

en las células endoteliales humanas a través de la activación de NF-κB. Recientemente se 

demostró la existencia de una correlación entre los niveles circulantes de visfatina y la lesión 

hepática. En este sentido, los niveles circulantes de visfatina se han considerado como factores 

pronóstico de una inflamación hepática portal en los pacientes con hepatopatía grasa no 

alcohólica (Aller R. et al., 2009). 

Varios años después de su descubrimiento, se demostró que la visfatina tenía a nivel 

intracelular una función enzimática responsable de catalizar el paso limitante en la biosíntesis de 

nicotinamida adenina dinucleótido (NAD), al participar en la conversión de nicotinamida a 

nicotinamida mononucleótido (NMN). El NAD es una coenzima que juega un papel clave en las vías 

energéticas celulares y en las reacciones de oxido-reducción. Estudios recientes han demostrado 

que NAD está implicado en procesos tan diversos como reacciones inmunológicas, procesos 

inflamatorios, funciones biológicas y en el desarrollo del cáncer. La visfatina intervine en la 

regulación 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 LESIÓN POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN 

La visfatina ha sido capaz de activar la iNOS en cultivo de células musculares lisas de la aorta 

humana. La inducción de iNOS fue paralela a la activación de NF-κB, y de quinasas reguladas por 

señales extracelulares 1/2 (ERK1/2) (Romacho T. et al., 2009). Se desconocen los mecanismos por 

los cuales la visfatina puede ejercer sus efectos. La inhibición enzimática de la visfatina con 

APO866 en células inflamatorias peritoneales de ratón y en células dendríticas y monocitos 

humanos redujo el contenido de NAD intracelular y la síntesis de citoquinas inflamatorias (Busso 

N. et al., 2008). Los citados estudios señalan que la visfatina está 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 activación de las células endoteliales pueden estar 

mediados por un receptor aún no identificado. Las controversias acerca del papel de la visfatina 

quedan 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 inflamación (Gonzalez-Gay M. A. et al., 2010).  
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La hipoxia, mediada por HIF1α, aumenta la expresión de visfatina en adipocitos y en células 

tumorales (Bae S. K. et al., 2006, Segawa K. et al., 2006). Montecucco et al. (2013), demostraron 

que el inhibición de la visfatina con APO866, reduce la lesión, la infiltración de neutrófilos, y la 

generación de RLO en ratones sometidos a I/R cardiaca. La visfatina está implicada en la reacción 

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, inhibió la producción de 

citoquinas pro-inflamatorias, la activación de NF-κB, y mejoró 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 lesión inducida por la I/R hepática. 

 

10.3.2 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN LA REGENERACIÓN 

Se han descrito diferentes efectos de la visfatina en relación a la regeneración en función del 

tipo celular. La visfatina aumenta la proliferación celular y la diferenciación 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 regeneración hepática en condiciones de PH bajo oclusión vascular. 
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Fugura 7. Representación esquemática de la naturaleza pleiotrópica de la visfatina. TAB: tejido 

adiposo blanco. 
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10.3.3 EL PAPEL DE LA VISFATINA EN LA HOMEOSTASIS DE LOS LÍPIDOS 

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las acciones de la visfatina pueden explicarse 

por su actividad en la biosíntesis del NAD. Este cofactor interviene en el metabolismo lipídico 

(metabolismo catabólico y oxidación de los ácidos grasos y síntesis de los ácidos grasos) y en el 

estado redox mitocondrial (Figura 8). La asociación de la visfatina con TG, colesterol, enzimas 

hepáticas y los marcadores pro-inflamatorios sugieren una implicación de tal adipocitoquina en la 

dislipidemia, en la enfermedad del hígado graso y en la inflamación crónica asociada a la obesidad 

(Catalán V. et al., 2011). Estudios recientes en humanos han demostrado que la visfatina puede 

estar conectada con el metabolismo lipídico a través de la biosíntesis del NAD dada su actividad 

enzimática. Se ha demostrado que el ácido nicotínico aumenta el colesterol-HDL y también reduce 

las lipoproteínas ricas en triglicéridos (LDL) en humanos con enfermedades coronarias (Chapman 

M.J. et al., 2004). El metabolismo del NAD está relacionado con la lipogénesis (Bowlby S.C. et al., 

2012) y se sabe que el aumento de visfatina es capaz de estimular la expresión de la FAS en los 

adipocitos diferenciados (Yang C.C. et al., 2010). Bowlby S. C. et al. (2012) sugirieron que el 

bloqueo de la visfatina podría servir como una nueva estrategia terapéutica para inhibir la síntesis 

de ácidos grasos e inducir la muerte de las células tumorales. Tao R. et al. (2011) señalaron que la 

visfatina puede jugar un papel crítico en el metabolismo hepático de los lípidos. Esta hipótesis se 

apoya en los datos que muestran que la sobre-expresión de la visfatina reduce la lipogénesis y 

aumenta la oxidación de ácidos grasos en hepatocitos primarios. Por lo tanto, se requiere el 

mantenimiento de la concentración de NAD para que ocurra la oxidación mitocondrial de ácidos 

grasos (Hwang J.H. et al., 2009, Puigserver P. et al., 2003). El aumento transitorio del nivel de  NAD 

acompañado de la disminución de los niveles de nicotidamina adenina dinucleótido reducido 

(NADH) en el citosol, provoca la fosforilación oxidativa mitocondrial y a largo plazo, la inducción 

del aumento de la relación NAD/NADH (Hwang J.H. et al., 2009). Se ha demostrado que el 

aumento de la expresión de la visfatina induce inflamación en el tejido adiposo, lo cual estimula la 

lipólisis, la liberación de ácidos grasos a la circulación y su posterior recaptación por el hígado 

(Chang Y.C. et al., 2010) 

  

34 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Catal%C3%A1n%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20106640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chapman%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chapman%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bowlby%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22768255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20562354
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bowlby%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22768255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tao%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21388966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19136651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Puigserver%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12754525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19136651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19765775


Introducción  

 

Figura 8. Participación del NAD en las diferentes vías del metabolismo lipídico. CPT2, MCAD y FgF21 

(reguladores claves del metabolismo catabólico y oxidación de los ácidos grasos mitocondriales); SCD1 y 

el FAS (reguladores claves de la síntesis de ácidos grasos). COX1, COX4, GPX1 y SOD2 (función 

mitocondrial y estado redox). VLDL: lipoproteína de muy baja densidad, LDL: lipoproteínas de alta 

densidad, HDL: lipoproteínas de alta densidad, FAS: sintasa de ácidos 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 dinucleótido, NADH2: Nicotidamina adenina dinucleótido reducido, FGF21: 

factor de crecimiento de fibroblastos 21, Cyt c: citocromo c, GPX: glutatión peroxidasa, SOD2: superóxido 

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 AMINOÁCIDOS 

La principal vía para la formación de amonio (NH4+) es a través del catabolismo de los 

aminoácidos (Figura 9), por lo general en el hígado. La mayoría de los L-aminoácidos son primero 

transaminados para formar glutamato. El glutamato es entonces desaminado para formar NH4+ y 

α-cetoglutarato. Éste último 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 hígado afecta las concentraciones de NH4+ (Veech R. L. et al., 

1973). El ciclo de la urea es el principal mecanismo de detoxificación del NH4+, que se lleva a cabo 

en el hígado y su producto final es  la  urea, un compuesto neutro que se transporta desde la 

sangre hacia los riñones para excretarse a la orina (Jiménez-Pérez M. et al., 2013).  El ciclo de la 

urea se ha considerado una importante vía para la eliminación del bicarbonato generado 

metabólicamente, y en la homeostasis del pH hepático (Hallemeesch M.M. et al., 2003). La 

hiperamonemia es la acumulación de NH4+ en la sangre que resulta de un desequilibrio entre su 

producción y su eliminación (Jiménez-Pérez M. et al., 2013). En el hígado, la actividad elevada de 

GDH puede llevar a hiperamonemia (Stanley C.A.,  2004). Los niveles de NH4+ elevados alteran la 

función mitocondrial (Kosenko E. et al., 1997a), lo que puede conducir a una disminución de la 

síntesis de ATP y también a una mayor formación de RLO (Kosenko E. et al., 1997b).   

Los principales efectos tóxicos del NH4+ implican cambios en el pH celular y en la reducción 

de ciertos intermediarios del ciclo del ácido cítrico, en particular α-cetoglutarato. Estudios in vivo e 

in vitro han demostrado que el exceso de NH4+ induce la síntesis de NO, que se traduce en estrés 

oxidativo y daño hepático (Kosenko E. et al., 2000; Schliess F. et al., 2002). La arginina es un 

intermediario en el ciclo de la urea en el hígado (Luiking Y.C. et al., 2012)  y está implicada en el 

ciclo de la urea y en la formación de NO mediante la NOS (Marletta M.A. et al., 1994, Wu G. et al., 

1998) (Figura 9).   
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Figura 9. Efecto del NAD en el metabolismo proteico y el ciclo de urea. GDH: glutamate 

dehydrogenase, NH4+: amonio, NOS: óxido nítrico sintetasa, NO: óxido nítrico. 
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11. EL EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE LÍPIDOS SOBRE LA LESIÓN Y LA REGENERACIÓN 

HEPÁTICA 

Los lípidos pueden ser una fuente de energía para la regeneración de hígado. Se sabe que 

algunos pacientes que sufren enfermedades hepáticas severas muestran mala digestión y 

malaabsorción de lípidos. En tales casos, está contraindicada la administración de lípidos por ruta 

enteral. Sin embargo, muchos estudios han demostrado que los lípidos son bien tolerados, incluso 

en pacientes cirróticos, cuando son administrados vía parenteral (Nagayama M. et al., 1989; 

Müller M. J. et al., 1992). La hipótesis de que los lípidos administrados por vía parenteral pueden 

ser un sustrato óptimo para la regeneración del hígado se ha confirmado previamente en PH sin 

I/R. El efecto proliferativo de los lípidos administrados parenteralmente también se ha observado 

en ratas tratadas con CCL4 (Holecek M. et al., 1999). No existen datos sobre los efectos de la 

administración de lípidos en modelos de PH con I/R (cirugía normalmente utilizada en la práctica 

clínica) y en presencia de esteatosis.  

Los lípidos no son sólo fuente de energía. Se sabe que los ácidos grasos activan la vía del TLR4, la 

cual induce alteraciones en mediadores que promueven la regeneración 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 vía del TLR4, los ácidos grasos modifican la vía de los esfingolípidos. De hecho, los 

esfingolipidos, específicamente las ceramidas (CER) y la la esfingosina-1 fosfato (S1P) juegan un 

papel importante en la muerte celular y en la proliferación. La hidrólisis 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 degradación 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 

proliferación de los hepatocitos (Zabielski P. et al., 2008). 

En un modelo de PH sin I/R, la PH estimula la vía de los esfingolípidos en el hígado de rata y 

aumenta la producción de los esfingolípidos pro-mitótico, como la S1P. La CER puede 

desencadenar la muerte de los hepatocitos a través de la activación de la caspasa-3, la alteración 

de la función mitocondrial y la estimulación de la producción de RLO. La CER induce un aumento 

en el contenido de RLO y la liberación 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 ácidos grasos insaturados regulan la vía de los esfingolípidos. La síntesis de S1P 
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inducida por una dieta rica en ácidos grasos reduce la lesión y aumenta la regeneración hepática 

(Zabielski P et al., 2010). Las CERs, las cuales inducen lesión y fallo en la regeneración, pueden 

acumularse también en respuesta a una dieta rica en ácidos grasos o administración de glucosa 

(Véret  J. et al., 2011, Blachnio-Zabielska A. et al., 2010). Índices elevados de S1P/CER disminuyen 

la susceptibilidad de los hepatocitos a factores pro-apoptóticos tales como los RLO o las citoquinas 

pro-inflamatorias, y estimula la proliferación (Zabielski P. et al., 2010). Se desconoce el efecto de la 

PH bajo I/R sobre la vía de los esfingolípidos en hígados esteatósicos y no esteatósicos. 
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Figura 10. Síntesis y transporte de los esfingolípidos en la célula.  REL: retículo endoplasmático liso, CG: 

aparato de Golgi, SMases: esfingomielinasas, CDases: ceramidasas, SPHK: esfingosina quinasa,  MP: 

Membrana plasmática, S-1-P: esfingosina-1-fosfato. 
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12. EL EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GLUCOSA EN LA LESIÓN Y REGENERACIÓN 

HEPÁTICA 

El glucógeno es esencial para mantener la integridad y la función hepatocelular ya que 

suministra glucosa para la generación de ATP (Klover P.J., Mooney R.A., 2004, Caraceni P.  et al., 

1999). Se sabe que la glucólisis anaeróbica hepatocelular es la fuente primordial de ATP, gracias a 

la cual se mantiene la integridad y la función hepatocelular durante la isquemia hepática. Por tal 

motivo, la falta de ATP hepatocelular es un determinante fundamental en la patogénesis de daño 

por isquemia hepática. Una vez agotada la glucosa hepatocelular, los niveles de ATP disminuyen 

rápidamente, desencadenando edema y necrosis hepatocelular (Tang L. et al., 2007). Selzner M. et 

al. (2007) demostró que los hígados añosos (procedentes de animales con edad avanzada) son 

más vulnerables a las disfunciones mitocondriales y alteraciones en el metabolismo energético 

asociadas a la I/R. Se ha observado que la administración de glucosa protege frente a tales 

disfunciones. Resultados similares se obtuvieron en humanos, tras la administración de una alta 

concentración de glucosa 24 horas antes de la intervención quirúrgica (Tang L. et al., 2007). 

La glucosa se utiliza a menudo como una fuente de energía para los pacientes con trastorno 

hepático grave, aunque se desconoce la efectividad de la glucosa como fuente de energía después 

de un daño hepático severo (Chanda S. et al., 1995). En el año 1972, Weinbren K. y Dowling F. 

demostraron que la administración de glucosa aumenta la mitosis después de la intervención 

quirúrgica en un modelo de PH del 82%. Caruana J.A. et al. (1986) indicaron que la ingesta de 

glucosa aumentó la supervivencia y la regeneración 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 inhibió la 

regeneración hepática (Chanda S. et al., 1995). Estudios recientes mostraron que la glucosa 

disminuye la tasa de síntesis de DNA durante la fase S del ciclo celular y disminuye la mitosis en 

ratas con PH (Zabielski P. et al., 2010). La inhibición de la regeneración inducida por la glucosa se 

ha explicado por un aumento en la expresión de factores que reducen la mitosis (C/EBPα, p21, and 

p27) y una redución en la expresión de factores indutores de mitosis (FoxM1) (Weymann A. et al., 

2009). También se sabe que la glucosa puede evitar la B-oxidación de los ácidos grasos (Nolan C.J. 

et al., 2006) (Holecek M., Simek J., 1988) e influenciar negativamente en la movilización de ácidos 

grasos libre del tejido adiposo (Baker N. et al., 1968) (Figura 11). 
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Figura 11. Efecto de glucosa sobre la regeneración hepática. TAB: tejído adiposo blanco, ATP: 

trifosfato de adenosina 
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OBJETIVOS 



Objetivos 

La esteatosis hepática es un factor de riesgo en PH bajo I/R, situación quirúrgica 

normalmente aplicada en la práctica clínica para reducir el sangrado asociado a las resecciones 

hepáticas. Teniendo en cuenta tal problemática clínica, los objetivos planteados en la presente 

tesis son los siguientes: 

 
ESTUDIO 1. 

- Investigar el efecto de una suplementación lipidica o glucídica sobre la lesión y fallo en la 

regeneración de hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a PH bajo I/R.   

- Evaluar el efecto de la administración de los lípidos y de la glucosa sobre el contenido de ATP 

hepático y la relevancia de tejido adiposo sistémico como fuente de energía para la 

regeneración de ambos tipos de hígados sometidos a cirugía.  

- Analizar los niveles de S1P y CER en hígados sometidos a PH bajo I/R y tratados con lípidos o 

glucosa. Se evaluará además la posible implicación de la vía TLR4 en los efectos de la 

suplementación lipídica en la lesión y regeneración hepática. 

 

ESTUDIO 2. 

- Determinar la generación de resistina y de visfatina en hígados esteatósicos y no esteatósicos 

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 modulación de la resistina y/o de la visfatina podría proteger los hígados 

esteatósicos y no esteatósicos frente a la lesión y fallo en la regeneración tras la cirugía 

hepática. 
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Materiales y Métodos 

1. Modelo experimental de hepatectomía parcial con oclusión vascular 

 

1.1 Animales experimentación  

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 mínimo durante una semana antes de llevar a cabo la intervención quirúrgica. 

Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes, temperatura 21-22ºC, 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 Unión Europea para modelos de experimentación 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 proteínas 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 ingestión de comida y a la 

disminución 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 días (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 proteína de soja (baja en colina), 2 g/kg L-Cisteina, 10 g/kg fibra de 

celulosa, 100 g/kg almidón de maíz, 100 g/kg dextrina, 413 g/kg sacarosa, 10 g/kg caseína 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 maíz. 

Los animales Ob Zucker y Ob Wistar presentaron infiltración 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 cirugía se realizó bajo anestesia inhalatoria (Fluorane Abbot Laboratories, Madrid). La 

inducción se hizo con isofluorano al 4%  y con un flujo de oxígeno de 2,5 a 3 l/min. El 

mantenimiento de la anestesia en los animales consistió en la inhalación de isofluorano al 1,5 – 2% 

y flujo de oxígeno de 1-1,5 l/min. 

 

1.3 Procedimiento quirúrgico 

La hepatectomía parcial (PH) del 70% bajo oclusión vascular de 60 minutos se realizó en base 

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

Una vez inducida la anestesia en la rata, se rasuró el abdomen, se colocó en posición 

decúbito supino sobre la mesa de operación y se inmovilizó. Previo lavado del abdomen con 

povidona iodada, se realizó una incisión en la línea media umbilical de aproximadamente 5 

centímetros partiendo del apéndice xifoides. A continuación se seccionaron los ligamentos 

hepáticos y se apartaron las vísceras para mejorar la visibilidad (Figura 12A). 

Primeramente se pinzó el lóbulo derecho – triangular con una Statinsky para facilitar el 

aislamiento de la tríada portal (Figura 12B). A continuación, se puso un clamp microvascular 

durante 60 minutos en la ramificación portal que abastece el lóbulo medio (30%) e izquierdo. La 

congestión intestinal se evitó durante el período de isquemia con la preservación del flujo portal 

en los lóbulos caudados y derecho. El lóbulo izquierdo se ligó con seda 2/0 y se reseccionó. 

Seguidamente se ligó con seda 4/0 el lóbulo derecho triangular y se reseccionó (Figura 12C). 

Transcurridos 60 minutos de isquemia, se ligaron los lóbulos caudados y derecho con seda 

2/0 y se extirparon, permaneciendo sólo el lóbulo medio, que representa un 30% del hígado total. 

La reperfusión del lóbulo medio se inició tras la liberación del clamp vascular. Para finalizar la 

intervención se cerró el animal con sutura continua de la capa muscular y la piel con seda 2/0. 
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2. Diseño experimental  

2.1 Diseño experimental del primero estudio (Figura 13) 

Protocolo 1: Efectos de la administración de glucosa y lípidos sobre el daño hepático y la 

regeneración en hígados estatósicos y no esteatósicos a las 12, 24 y 48 h después de la realización 

del procedimiento quirúrgico tanto en modelos experimentales de obesidad genética como 

nutricional. 

Los animales Ob y Ln se sometieron a PH bajo oclusión vascular y recibieron cantidades 

isoenergéticas de lípidos y glucosa por vía intravenosa. Los grupos que se realizaron son los 

siguientes: 

1) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incisión en la línea media umbilical y 

disección de los vasos del hilio hepático.  

2) Hepatectomía parcial + isquemia (PH+I/R): los animales se sometieron a hepatectomía 

parcial del 70% bajo oclusión 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 administración intravenosa  de 5 ml de 

solución de glucosa (28%, energía corresponde a 4,6 MJ/1000 ml, Sigma Aldrich, España) 

administrada inmediatamente después de la cirugía, durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 

1988). 

4) PH+I/R + Lípidos: igual que el grupo 2, pero con la administración de 5 ml de solución 

lipídica (10% Intralipid: 4,6 MJ/1000 ml, Fresenius Kabi, España) inmediatamente después 

de la cirugía durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988). La emulsión se compone de 52% 

de ácido linoleico, 22% ácido oleico, 13% ácido palmítico, 8% ácido linolénico y 4% ácido 

Figura 12: Hepatectomía parcial con oclusión vascular. A) Lóbulos hepáticos; B) Lóbulo 
triangular clampado; C) Oclusión vascular y extirpación de los lóbulos izquierdo y triangular. 
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5) esteárico, 1% de otros ácidos grasos, 8,184 g/l de fosfolípidos de huevo y 15 g/l glicerina 

(Holecek M., Simek J., 1988, Goetze O. et al., 2007, Eldor J., Kotlovker V., 2012). 

La lesión hepática (transaminasas y necrosis hepática) y la regeneración hepática (índice 

mitótico, porcentaje de hepatocitos Bromodesoxiuridina (BrdU)-positivos y Ki-67 positivos, HGF, 

TGF-β, nivel de ciclina E y ciclina A) se determinaron a las 12, 24 y 48 horas después de la cirugía 

hepática. 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 monitorizó la  durante 14 días tras la 

cirugía hepática (Jiménez-Castro M.B  et al., 2012). 

Protocolo 2: Mecanismos de protección de la glucosa y de los lípidos en los hígados esteatósicos y 

no esteatósicos a las 24 horas después de realizar la PH bajo la oclusión vascular. 

Los efectos de la glucosa y de los lípidos exógenos sobre el ATP y la vía del TLR-4 (MyD88 y 

TRIF) y la señalización inflamatoria (TNF-α, IL-1β, MCP-1, NF-κB y IL-6) se analizaron en los grupos 

correspondientes al protocolo 1 a las 24 horas después de la cirugía hepática.  Se determinaron 

además los esfingolípidos (S1P y CER), TG, lipoproteínas de alta densidad (LDL), lipoproteína de 

muy baja densidad (VLDL), lipoproteínas de alta densidad (HDL), ácidos grasos libres (FFA), 

colesterol total y fosfolípidos.  

Protocolo 3: Papel del tejido adiposo en la regeneración de los hígados esteatósicos y no-

esteatósicos a las 24 horas después de la cirugía hepática. 

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 y 

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 administración intravenosa de 5 

ml de solución de glucosa (28%, energía correspondiente a 4,6 MJ/1000 ml, Sigma Aldrich, 

Spain) inmediatamente después de la cirugía, durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988). 

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

lipídica (10% Intralipid: 4,6 MJ/1000 ml, Fresenius Kabi, Spain) inmediatamente después de 

49 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holecek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3229461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3229461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jim%C3%A9nez-Castro%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22994543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12119995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17053832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15169970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17426110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holecek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3229461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3229461


Materiales y Métodos 

la cirugía, durante 4 horas (Holecek M., Simek J., 1988, Goetze O. et al., 2007, Eldor J., 

Kotlovker V., 2012). 

La lesión hepática (transaminasas y necrosis hepática) y regeneración hepática (porcentaje 

de hepatocitos BrdU-positivos y Ki-67 positivos, HGF, TGF-β), el nivel de ATP y de adiponectina se 

determinaron a las 24 horas después del procedimiento quirúrgico. La dosis y el tiempo de pre-

tratamiento de los diferentes fármacos usados se seleccionaron a partir de investigaciones previas 

realizadas en hígados no esteatósicos sometidos a PH sin oclusión vascular (Holecek M., Simek J., 

1988, Simek J. et al., 1965) y estudios preliminares de nuestro grupo. El tipo de hígado utilizado en 

cada uno de los grupos experimentales de los diferentes protocolos, así como el número de 

animales, se especifica en los pies de figura que se encuentran incluidas en la sección de 

resultados. 
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 Figura 13. Intervenciones y determinaciones del estudio 1. 
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2.2 Diseño experimental del segundo estudio (Figura 14) 

Protocolo 1: La resistina y la visfatina en el hígado esteatósico y no esteatósico de ratas Zucker 

sometidas a PH+I/R. 

1) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incisión en la línea media umbilical y 

disección de los vasos del hilio hepático.  

2) PH+I/R: los animales se sometieron a PH del 70% bajo oclusión 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 administración intravenosa de un 

anticuerpo anti-resistina (1mg/Kg, Merck Millipore, USA) 30 minutos antes del 

procedimiento quirúrgico (Steppan C. M. et al., 2001). 

4) PH+I/R + anti-visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administración intravenosa del 

anticuerpo anti-visfatina (500 μg/Kg, Adipogen inc., Korea) 30 minutos antes del 

procedimiento quirúrgico (Hong S. B. et al., 2008).  

5) PH+I/R + anti-resistina + anti-visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administración 

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 administración intravenosa de resistina 

recombinante (100 μg/Kg, PeproTech Inc., USA) 10 minutos antes del procedimiento 

quirúrgico (Li Y. et al., 2007).  

7) PH+I/R + visfatina: igual que el grupo 2, pero con la administración intravenosa de visfatina 

recombinante (50 μg/Kg, Enzo LifeScience, Switzerland) 10 minutos antes del 

procedimiento quirúrgico (Park B.S. et al., 2011). 

8) PH+I/R + lipectomía del tejido adiposo (PH+I/R+LPT): igual que el grupo 2, pero se eliminó 

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 administración intravenosa 

del anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001). 

10) Sham + anti-resistina: igual que el grupo 1, pero con la administración intravenosa del 

anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001). 

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

anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008). 
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Protocolo 2: Efecto de la modulación farmacológica de la resistina y de la visfatina en hígados 

esteatósicos de ratas Zucker sometidas a PH o I/R. 

12) PH: animales sometidos a hepatectomía parcial (70%). 

13) I/R: animales sometidos a isquemia de 60 minutos. 

14) PH + anti-resistina: igual que el grupo 12, pero con administración intravenosa del 

anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001). 

15) I/R + anti-resistina: igual que el grupo 13, pero con administración intravenosa del 

anticuerpo anti-resistina (Steppan C. M. et al., 2001). 

16) PH + anti-visfatina: igual que el grupo 12, pero con administración intravenosa del 

anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008). 

17) IR + anti-visfatina: igual que el grupo 13, pero con administración intravenosa del 

anticuerpo anti-visfatina (Hong S. B. et al., 2008). 

Protocolo 3: Producción de resistina y visfatina en hígados esteatósicos y no esteatósicos de ratas 

Wistar sometidas a PH+I/R. 

18) Sham: los animales se sometieron a anestesia, incisión en la línea media umbilical y 

disección de los vasos del hilio hepático.  

19) PH+I/R: inicialmente los animales se alimentaron con una dieta deficiente en colina 

durante 10 días (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, hígado y tejido adipososo se recogieron a las 24 horas tras la 

reperfusión. Para medir la tasa de síntesis de DNA, se administró BrdU (50 mg/kg, i.p.) 1 hora 

antes del sacrificio y se procesó la incorporación de BrdU (Saile B. et al., 2004; Elias-Miró M. et 

al., 2012c). Para evaluar la respuesta inflamatoria,  los animales se sometieron a 

intervenciones quirúrgicas similares a las descritas en los grupos 2-7, pero las muestras 

hepáticas se obtuvieron a las 6 y 12 horas después de la finalización de la cirugía hepática. 
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 Figura 14. Intervenciones y determinaciones del  estudio 2 
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3. Determinaciones bioquímicas 

 

3.1 Transaminasas 

Las transaminasas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) son 

enzimas citoplasmáticas muy abundantes en el hígado que se encargan de realizar la conversión 

de un aminoácido en un ácido carboxílico y participan en el metabolismo de los aminoácidos. En 

condiciones normales estas enzimas se encuentran en el citoplasma, pero cuando existe una 

lesión hepática son liberadas al plasma. De esta forma la determinación de los niveles de estas 

enzimas se ha utilizado como parámetro de la lesión hepática.  

La actividad de estas enzimas se determinó mediante kit comercial (RAL, Barcelona, España). 

El ensayo enzimático mide la desaparición de nicotinamida adenina dinucleótido en su forma 

reducida (NADH) mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 365 nm, según las 

siguientes reacciones:  

Para la AST: 

2-Oxoglutarato + L-Aspartato           Oxalacetato + L-Glutamato 

 Oxalacetato + NADH + H+    D-Malato + NAD+ 

Para la ALT: 

 2-Oxoglutarato + L-Arginina    Piruvato + L-Glutamato 

  Piruvato + NADH + H+    D-Lactato + NAD+ 

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

obtenidos se expresaron en UI/L.  

 

3.2 Factores de crecimiento (HGF y TGF-β) 

Para las determinaciones del HGF las muestras de hígado se homogenizaron en un tampón 

que contenía tris (hidroximetil) aminometano-HCl 20 nM, NaCl 2M, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 1mM, ácido etilendiaminotetraacético 1mM, ácido polixietilensorbitano mono-oleato al 

0,1%. El homogenado se centrifugó a 20000g durante 1 hora y a 4°C. El sobrenadante se guardó a -

80°C. En las muestras de plasma y homogenado se determinó la concentración de HGF mediante 

un kit de Elisa comercial distribuido por el Instituto de Inmunología de Tokio (Japón). 

LDH 

ALT 

AST 

MDH 
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Para la determinación del TGF-β, las muestras de hígado se homogenizaron en tampón 

fosfato, pH=7.4, que contenía PMSF 2mM y pepstatina A 1mg/ml, a 4°C. Los homogenados se 

centrifugaron a 10000g durante 10 minutos y a 4°C.  Se recogió el sobrenadante del cual se 

determinó la concentración de TGF-β activo. Para medir el TGF-β total (activo + latente) las 

muestras se acidificaron con HCl 1M y luego se neutralizaron con NaOH 1M. Se utilizó 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) 

• IL-1: las muestras de hígado se homogenizaron en tampón 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 determinación de IL-1β 

(Serafín A. et al., 2004). 

• IL-6: las muestras de hígado se homogenizaron en un tampón que contenía Tris HCl 

50 mM, NaCl 150 mM, tritón-X100 y un cocktail de inhibidores de proteasas 

(Complete mini, Roche, Switzerland). El homogenado se centrifugó a 3000g durante 

15 minutos a 4°C (Selzner N. et al., 2003b). La detección de IL-6 se realizó mediante 

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

 

3.3.2 Factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) y Proteína quimioatrayente de monócitos – 

1(MCP-1) 

• TNF-α: El TNF-α libre se determinó en plasma mediante un kit de ELISA (Biosource, 

CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

• MCP-1: La homogenización de las muestras fue de acuerdo con el procedimiento 

técnico previamente publicado (Woo C. W. et al., 2008). La detección de MCP-1 se 

realizó mediante un kit comercial de ELISA (ELISA kits for MCP-1, Biosource, 

Camarillo, CA). 
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3.3.3 P65-NF-κB 

Los extractos nucleares a partir de muestras hepáticas se prepararon utilizando el kit Nuclear 

Extract Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Active Motif). La actividad de unión de 

NF-kappa B se determinó utilizando el kit TransAM NF-κB 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 hepático y tejido adiposo se homogenizaron en frío en tampón 

RIPA (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%) 

conteniendo también EDTA 5mM, Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel 

de inhibidores de proteasas Complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los 

homogenados se incubaron 20 minutos en hielo y después se centrifugaron a 10000g durante 30 

minutos a 4ºC (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, Seúl, Corea; B-Bridge International, CA, USA)  y otro kit 

comercial para visfatina (AdipoGen, Seúl, Corea). Los niveles de las adipocitoquinas también se 

determinaron en el plasma. A continuación se describe brevemente el protocolo general que se 

siguió para el ensayo inmunienzimático de la adiponectina que es extrapolable al de resistina y 

visfatina respectivamente. 

El kit utilizado para la determinación de adiponectina es un ensayo inmunoenzimático en el 

cual un anticuerpo policlonal específico para la adiponectina de rata está inmovilizado en los 

pocillos de una inmunoplaca. Las muestras (plasma, tejido hepático 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 añadió el anticuerpo secundario anti-IgG 

conjugado con peroxidasa. Después de lavar nuevamente la inmunoplaca, se añadió un substrato 

que reacciona con la peroxidasa y se desarrolló entonces un color. La intensidad del color 

desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de adiponectina unida en el pocillo. 

Finalmente se añadió una solución 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 

• ATP: Las muestras de hígado se homogenizaron en 100 μl solución tampón (ATP 

Assay Buffer). Los homogenados se centrifugaron en 13000 rpm durante 2–5 minutos 

a 4°C. La detección de NAD+ se realizó mediante kit comercial [ATP Assay Kit 

(Colorimetric/ Fluorometric), Abcam, Cambridge, UK]. 

• Caspasa-8: Las muestras hepáticas se homogeneizaron en tampón 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 dinucleótido (NAD) 

Las muestras de hígado se homogenizaron en 400 μl solución tampón (NADH/NAD+ 

Extraction Buffer). Los homogenados se centrifugaron en 14000 rpm durante 5 minutos. La 

detección de NAD+ se realizó mediante un kit comercial (NAD+/NADH colorimetric kit, BioVision 

Inc., CA, USA). 

 

3.7 Urea 

Las muestras de hígado se homogenizaron en 100 μl solución tampón (Assay buffer). Los 

homogenados se centrifugaron en 15000g durante 10 minutos. La detección de GDH se realizó 

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

 

3.8 α-Cetoglutarato 

Las muestras de hígado se homogenizaron en 100 μl solución tampón (α –CG Assay buffer). 

Los homogenados se centrifugaron en 15000g durante 10 minutos. La detección de GDH se realizó 

mediante un kit comercial (α-Ketoglutarate Colorimetric/Fluorometric Assay kit, BioVision Inc., CA, 

USA). 

 

3.9 Glutamato deshidrogenasa 

Las muestras de hígado se homogenizaron en 200 μl solución tampón (Assay buffer). Los 

homogenados se centrifugaron en 1300g durante 10 minutos. La detección de GDH se realizó 
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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 hígado se homogenizaron en 100 μl solución tampón (Assay buffer). Los 

homogenados se centrifugaron en 1300g durante 10 minutos. La detección de NH4+ se realizó 

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

 

3.11 Nitritos y nitratos  

El tejido hepático se homogenizó en tampón Tris-HCl 100 mM pH=7.4 y a 4º C. Para 

desproteinizar el homogenado, 500 μl del mismo se mezclaron con 100 μl de HCl 1N. Después de 

una centrifugación, el sobrenadante se ajustó a pH=7.6 con 100 μl de solución NaOH 1N y 300 μl 

de Tris-HCl 100mM. La concentración de nitritos y nitratos se realizó mediante el uso de un kit 

comercial (Cayman Chemical, Annarbor, MI). Para transformar el nitrato en nitrito se incubó 

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 malondialdehído (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidación lipídica y se 

utilizó como parámetro bioquímico indirecto de estrés oxidativo inducido por los RLO (Baykal A. et 

al., 1998).  El MDA fue determinado en el tejido hepático y en la suspensión mitocondrial hepática:  

Los niveles de MDA se determinaron en muestras de hígado mediante el método del ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (Ohkawa H. et al., 1979). En condiciones ácidas y a altas temperaturas el MDA 

reacciona con el TBA para dar lugar a un compuesto de color rosa, cuantificable por 

espectrofotometría. El MDA tisular fue determinada a través de muestras de tejido hepático 

congelado homogeneizadas en 2 ml de tampón Tris Base 0.1 M a pH 7 y se determinó la 

concentración de proteínas totales en el mismo, siguiendo el procedimiento descrito previamente 

en el apartado correspondiente. A 250 μl de este homogenado se le añadieron 250 μl de ácido 

tricloroacético (TCA) al 40% para precipitar las proteínas. Se mezclaron en un agitador tipo vórtex 

y se centrifugaron a 3000rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuperó el sobrenadante y se le 

añadió 250 μl de TBA 0.67% y se llevó a ebullición a 100°C durante 15 minutos con lo que se 
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desarrolló un color proporcional a la cantidad de MDA presente en las muestras (Serafín A. et al., 

2004).  

Para la elaboración de la recta patrón, se preparó un estándar de MDA disolviendo 120 ìl de 

1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 50ml de HCl 0.1M; esta 

solución se calentó durante una hora a 50°C. Para la preparación de la recta de calibración se 

añadieron 50 μl de esta solución en 5 ml de agua. De esta solución así preparada, se tomaron 2.5 

mL y se añadieron a 2.5 ml de agua, siendo éste el punto más concentrado de la recta patrón (50 

nmoles/ml), a partir de ésta se hicieron 6 diluciones seriadas a la mitad. Como blanco se utilizó 

agua destilada. Los estándares y el blanco fueron sometidos al mismo procedimiento que las 

muestras a partir del tratamiento con TCA. Así pues, tras dejar enfriar, se determinó la intensidad 

de color midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm. Los resultados se expresaron 

en nmol MDA/mg proteína. 

Para la determinación del MDA mitocondrial, las mitocondrias fueron aisladas siguiendo 

protocolos estándar (Zhou M. et al., 2008) y los niveles de MDA se determinaron utilizando un kit 

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

 

3.13 Mieloperoxidasa  

La mieloperoxidasa (MPO) es un enzima que se encuentra en el interior de los gránulos 

citoplasmáticos de los neutrófilos 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 utilizó como parámetro de infiltración y actividad de neutrófilos en el tejido hepático. 

Este enzima cataliza la formación de ácido hipocloroso a partir de peróxido de hidrógeno: 

H2O2 + Cl-  HOCl + H2O 

El método se basa en la reacción de la tetrametilbencidina catalizada por la MPO. Es 

importante conseguir una buena extracción de la enzima; para ello las muestras se 

homogenizararon en tampón fosfato (KH2PO4 0,05 M, pH=6; Hexadecirtrimetilamonia de bromuro 

0,5%) y posteriormente se sonicaron y pasaron por tres ciclos de congelación/descongelación en 

nieve carbónica. Después las muestras se incubaron durante 2 horas a 60°C para eliminar los 

inhibidores de la MPO que pudieran afectar a la determinación. Tras la incubación, se 

centrifugaron las muestras durante 12 minutos a 3000-4000g a 4°C y se recuperó el sobrenadante 

(Peralta C. et al., 2001). A 5 μl del sobrenadante se le añadieron 10 μl de reactivo de 
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tetrametilbencidina (5mg/ml disuelto en dimetilsulfóxido). A tiempo t=0 se añadió 70 μl de 

tampón fosfato (KH2PO4 8 mM, pH=5.4) con H2O2 al 0,05% y se determinó 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 extracción de mitocondria se realizó de acuerdo con la técnica descrita previamente 

(Shaki F. et al., 2012). La citocromo c oxidase activo se evaluó utilizando un kit comercial de ELISA 

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

 

3.15 Analisis y extracción de lípidos. 

Para llevar a cabo la extracción de lípidos totales en tejido hepático, las muestras de hígado 

se pesaron y se homogenizaron en una mezcla de cloroformo: metanol en una relación 2:1 

respectivamente. Tras la homogenización, se añadió metanol y posteriormente se procedió a 

centrifugar a 3000g durante 15 minutos. Se descartó el precipitado. Posteriormente se añadió 

agua en proporción 1/5 del volumen del homogenado y se procedió a centrifugar a 3000g durante 

15 minutos para separar las fases. La fase superior se descartó ya que es la fase no lipídica, y la 

fase inferior es la fase lipídica 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 relación 

siguiente de los tres solventes 3:48:47 respectivamente, y en cada lavado se descartó la fase 

superior. Finalmente se añadió metanol y este extracto se hizo servir para determinar el contenido 

en TGs del hígado (Folch J. et al., 1957). La determinación TGs, LDL, VLDL, HDL, FFA, colesterol 

total y fosfolípidos se llevó a cabo siguiendo protocolo estándars (Kamisoyama H. et al., 2008, 

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

 

3.16 Determinación de S1P y ceramidas  

La extracción de S1P y CER en muestras hepáticas se realizó mediante protocolos 

previamente descritos (Japtok L et al., 2012, Bhabak K. P. et al., 2013). El análisis de los 

esfingolípidos se realizó por cromatografía líquida/espectrometría de masas (LC-MS/MS). Las 

separaciones cromatográficas 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 elución de S1P se 

realizó utilizando un gradiente que consiste en eluyente A (agua / ácido fórmico 100:0,1 v/v) y el 
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eluyente B (acetonitrilo / tetrahidrofurano / ácido fórmico 50:50:0,1 v/v). Para las CERs, se utilizó 

un solvente que consta de acetonitrilo/2-propanol 3:2 con 1% de ácido fórmico y una tasa de flujo 

de 1 ml/min durante 15 min. 

 

3.17 Aminoácidos libres y esenciales 

Las concentraciones de aminoácidos libres  esenciales totales  y aminoácidos no esenciales 

se determinó en plasma de acuerdo con el método de Trak Amino Acid Derivatization kit (Waters, 

MA, CA), usando carbamato de 6 aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo y cromatografía en fase 

líquida de alta resolución (HLPC). La cuantificación se hizo con detector de ultravioleta a 260 nm. 

 

4. Técnica de Biología Molecular 

 

4.1 Proteínas 

Las proteínas se determinaron con el método colorimétrico de Bradford y se utilizó un 

reactivo comercial de BioRad (Richmon, CA, USA). Este ensayo se basa en la reacción de una 

solución ácida del colorante azul de Coomasie en respuesta a diferentes concentraciones de 

proteínas. La concentración de proteínas en la muestra es directamente proporcional a la 

absorbancia observada a una longitud de onda de 595 nm. Como recta patrón se utilizó una 

solución de albúmina cuyo punto más concentrado era de 4.75 mg/ml, a partir de esta 

concentración se realizaron 6 diluiciones seriadas a la mitad. 

 

4.2 Western Blot 

Determinación de MAPK (TLR-4, TRIF, MyD88), ciclinas (ciclina A y ciclina E) y citocromo c: 

 MAPK: Las muestras se homogenizaron en frío utilizando el siguiente tampón: 50mM Tris-

HCl, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1mM PMSF, 50mM NaF, 0,1 mM Na3VO4, 1 mM EDTA, 1 mM 

EGTA, 0,05% Tritón x100 e inhibidores de proteasas por cada 50 ml de tampón (Complete, 

Roche) a un pH 7.5. El homogenado se incubó en hielo durante 15 minutos y se centrifugó 

a 15000g durante 20 min. Se recuperaron los sobrenadantes y se determinó la 

concentración de proteínas (Jiménez-Castro M. B. et al., 2012). 

 Ciclinas: Las muestras se homogenizaron en frío en el siguiente tampón RIPA: 50 mM Tris-

HCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 0.25% deoxicolato de sódio, 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 tampón (Complete, Roche) a un pH 

7.4 (Sekine S. et al., 2007). 

 Citocromo c: Las muestras se homogenizaron en frío en el siguiente tampón: 20mmol/l 

Tris-HCl, pH 7,5, 150 mmol/l de NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,1% de SDS, 1% de desoxicolato de 

sodio, 2 mmol/l EDTA, 1 mmol/l de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 2 mg/ml de aprotinina, 

10 mg/ml de leupeptina, y 5 mg/ml de pepstatina. El homogenado se centrifugó a 12.000g 

durante 10 minutos a 4° C, y se recogió el sobrenadante. La determinación de citocromo c 

se realizó siguiendo protocolos previamente descritos (Soeda J. et al., 2001). 

En cada ensayo se utilizó la misma concentración de proteínas para todas las muestras. Las 

proteínas se mezclaron con el mismo volumen de tampón de carga de eletroforesis (95% Laemli/ 

5% β-mercaptoetanol) y se desnaturalizaron calentando la mezcla a 95°C durante 10 min. Las 

proteínas 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 A y 

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 μm) con una intensidad de 350 mA durante 120 minutos en un 

tampón 25 mM Tris base, 192 mM glicina, 20% etanol. Las membranas se sumergieron en una 

solución de bloqueo 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, dilución 1:500), anticuerpo primario 

policlonal anti-TRIF (ABcam, UK, dilución 1:500), anti-ciclina A (Santa Cruz, diluición 1:500), anti-

ciclina E (Millipore, Billerica, MA, diluición 1:500), anti-citocromo c total, anti-citocromo c 

citosólico (Cell Signaling, Beverly, MA, diluición 1:500) y disueltos en tampón de bloqueo. A la 

mañana siguiente las membranas se lavaron con un tampón 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 utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con peroxidasa respectivamente 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilución 1:2000 y disuelto en 

tampón de bloqueo. Después de sucesivos lavados, la detección de las proteínas se llevó a cabo 

mediante un kit de quimioluminiscencia de acuerdo con las instrucciones del mismo. Un estándar 

pre-teñido se utilizó como marcador de peso molecular. Las membranas se incubaron con 

anticuerpos frente a al β-actina para confirmar que se cargaron las mismas cantidades de 

proteínas en cada pocillo. 
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La estimativa cuantitativa de las proteínas en las membranas se realizó por análisis 

densitométrico de las bandas de proteínas mediante el Programa QuantityOne, y se corrigió 

mediante la cantidad de β-actina, que se utilizó como control. Los valores se expresan en unidades 

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

 

5. PCR a tiempo real 

La extracción de RNA se realizó usando unos kits comerciales de la casa Qiagen, RNeasy Lipid 

tissue kit para los hígados grasos y RNeasy Mini para los no esteatósicos. En ambos casos se partió 

de 30 mg de tejido congelado y se procedió de acuerdo a las especificaciones de cada kit de 

extracción. Posteriormente se cuantificó el RNA y se llevó a cabo su retrotranscripción a cDNA 

usando un kit comercial de retrotranscripción de la casa Amersham. En este caso se partió de 5 μg 

de RNA y se siguieron las especificaciones del fabricante. Finalmente se realizó la PCR a tiempo 

real usando sondas TaqMan prediseñada 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 II (CPT2); Rn00566390, Acil-CoA-dehidrogenasa de cadena media 

(MCAD); Rn00590706, factor de crecimiento fibroblástico (FGF21); Rn00566942_g1, superóxido 

dismutasa-2 (SOD2); Rn00577994_g1, glutatión peroxidasa-1 (GPX1); Rn00594894_g1, estearoil 

CoA desaturasa -1 (SCD1); Rn00685720_m1, ácido-graso-sintetasa (FAS); Rn03296721_s1, 

citocromo c oxidasa subunidad I (COXI); Rn00567950_m1, citocromo c oxidasa subunidad IV 

(COXIV); Rn00667869_m1, β-actina. Para la evaluación de los resultados se llevaron a cabo 

experimentos control de eficiencia y se aplicó el método de ΔΔCt usando la β-actina como gen de 

referencia y el grupo Sham como calibrador (Livak & Schmittgen, 2001). La PCR se llevó a cabo en 

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

 

6. Estudio histológico 

6.1 Técnicas de immunohistoquímica 

Las muestras de tejido hepático se fijaron en paraformaldehido tamponado al 4% y pasadas 

24 horas se incluyeron en parafina. En el ultramicrótomo se realizaron los cortes histológicos de 3 

μm de grosor. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron con soluciones de etanol de 

concentraciones decrecientes y fueron sometidos al método immunohistoquímico para los 

siguientes marcadores: 
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• Bromodesoxiuridina (BrdU) - El uso de la incorporación de BrdU al DNA es una técnica bien 

establecida y de uso común para la identificación de células que se dividen in vivo y en cultivos 

celulares. El BrdU es una pirimidina análogo de la timidina que se incorpora en el DNA de las 

células en la fase S del ciclo celular. La Inyección intraperitoneal de BrdU resulta en la 

incorporación nuclear sólo donde se está 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 síntesis del 

DNA, el BrdU fue administrado (50 mg/Kg, i.p.) 1 hora antes del sacrificio. Las muestras hepáticas 

se procesaron según el procedimiento estándar 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 y el 

sustrato cromógeno que da un precipitado marrón a las células en división.  

• Ki-67 - la proteína Ki-67 es conocida por ser un antígeno nuclear de proliferación presentes 

en las células en las fases G1, S, G2, y M del ciclo celular. Es parte de la matriz nuclear y es una 

proteína 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 inmunohistoquímica se llevó a cabo mediante un 

kit comercial (DAKO Envision+System, peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En primer lugar se bloqueó la peroxidasa interna de la muestra. Se 

incubó 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 cromógeno que da un 

precipitado marrón a las células en división.   

• Visfatina: La immunohistoquímica fue el método de elección para identificar la localización 

intrahepática de la visfatina. La técnica se llevó a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision + 

System, peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer 

lugar se bloqueó la peroxidada interna de la muestra. Para cada detección, se incubó 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 cromógeno que da un precipitado 

marrón.  

Se tiñeron los cortes con hematoxilina para dar una tinción de contraste y se montaron los 

portaobjetos. El índice de marcaje del BrdU, de Ki-67 y visfatina se determinó mediante el contaje 

de núcleo teñido en 30 campos de gran aumento. Y los datos se expresaron como el porcentaje de 

células teñidas respecto al número total de hepatocitos. 
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6.2 Estudio histológico con Hematoxilina y Eosina 

Las muestras se procesaron según procedimientos estándar para su estudio mediante 

microscopía óptica. Inmediatamente después de la extracción de las muestras se fijaron al menos 

durante 24 horas en formol tamponado al 10%. Tras la inclusión en parafina, las muestras se 

cortaron con un micrótomo en secciones de 3-5 μm. Se realizó una tinción con hematoxilina 

eosina siguiendo los procedimientos convencionales. 

Para evaluar la severidad de la lesión hepática, los cortes se clasificaron atendiendo a la 

siguiente escala: 0, lesión mínima o sin evidencia de lesión; grado 1, lesión consistente en 

vacuolización citoplasmática e pérdida del contorno celular; grado 2, lesión de moderada a severa 

con picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmática  y pérdida del contorno celular; grado 

3, necrosis severa con desaparición de los cordones de hepatocitos, hemorragias e infiltrados de 

neutrófilos; grado 4, necrosis muy severa con desaparición de los cordones de hepatocitos, 

hemorragias e infiltrados de neutrófilo. Para evaluar el porcentaje de necrosis se valoraron 40 

campos de aumento alto elegido de manera aleatoria por sección (Cottart C. H. et al., 1999). El 

índice mitótico se valoró por H&E siguiendo protocolo previamente descrito (Veteläinen R. et al., 

2007) y se determinó mediante el contaje de núcleos teñidos en 30 campos de gran aumento. Y 

los datos se expresan como el porcentaje de células teñidas respecto al número total de 

hepatocitos. Para evaluar el grado de esteatosis se congeló el tejido y se utilizó la tinción de Red 

Oil o en secciones de 3 μm de acuerdo con los procedimientos estándar. 

 

7. Estudio estadístico 

El estudio estadístico se realizó mediante un análisis de la varianza (ANOVA) y seguidamente 

se determinó el nivel de significación estadística 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 están expresados con valor de la media ± error estándar de la media. Los datos se 

consideraron significativamente diferentes cuando la p<0,05. 
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Resultados 

1. Estudio 1 

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-Miró, Burkhard Kleuser, Susann Fayyaz, Mónica B. 

Jiménez-Castro, Marta Massip-Salcedo, Jordi Gracia-Sancho, Fernando S. Ramalho, Juan Rodes, 

Carmen Peralta. 

Liver International. 2013. doi: 10.1111/liv.12348. [Epub ahead of print] 

Antecedentes: La esteatosis es un factor de riesgo en la hepatectomía parcial (PH) bajo 

isquemia-reperfusión (I/R), técnica quirúrgica utilizada comúnmente en la práctica clínica para 

reducir el sangrado durante las resecciones hepáticas. Se desconoce el efecto del suplemento 

nutricional así como el papel de tejido adiposo periférico como fuente de energía en la 

regeneración del hígado tras la cirugía hepática. Objetivos: Investigar si la administración de 

glucosa o una emulsión lipídica podrían proteger a los hígados esteatósicos y no esteatósicos 

frente al daño y fallo en la regeneración hepática en un modelo experimental de PH bajo I/R. Se 

investigó la relevancia del tejido adiposo periférico en la regeneración del hígado tras la cirugía. 

Métodos: Los hígados esteatósicos y no esteatósicos de ratas se sometieron a procedimiento 

quirúrgico y se evaluaron los efectos del tratamiento con glucosa o lípidos sobre el daño y la 

regeneración hepática, asi como los posibles mecanismos protectores subyacentes. Resultados: 

En hígados no esteatósicos, tanto el tratamiento con lípidos como con glucosa ofreció la misma 

protección frente al daño y el fallo en la regeneración y el contenido de ATP. El tejido adiposo no 

influenció la regeneración del hígado no esteatósico. En la presencia de esteatosis hepática, sólo el 

tratamiento con lípidos protegió frente a la lesión y fallo en la regeneración. Tales efectos 

beneficiosos cursaron mediante la inducción del ciclo celular, mantenimiento de los niveles de ATP 

y aumento en la tasa de S-1-P/CER y niveles de fosfolípidos. El tejido adiposo fue esencial para la 

regeneración del hígado esteatósico pero no se utilizó como fuente de energía. Conclusión: En 

condiciones de PH bajo I/R, el tratamiento con lípidos en el hígado no esteatósico proporcionó  la 

misma protección que la glucosa, mientras que es preferible el tratamiento con lípidos para 

reducir los efectos perjudiciales de la cirugía hepática en presencia de esteatosis. 
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Resultados 

2. Estudio 2 

Resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic livers in 

the setting of partial hepatectomy under ischemia-reperfusion 

Maria Elias-Miró*, 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 analizó si la modulación farmacológica de la acción de la resistina y 

visfatina podrían reducir el daño y mejorar la regeneración en hígados esteatósicos y no 

esteatósicos sometidos a la PH bajo I/R. Métodos: Los hígados esteatósicos y no esteatósicos 

fueron sometidos a PH bajo I/R y tratados farmacológicamente con inhibidores o activadores de la 

acción de la resistina y visfatina. Resultados: Ni la resistina ni la visfatina están implicadas en la 

lesión y regeneración en hígados no esteatósicos sometidos a PH bajo oclusión vascular. Sin 

embargo, tras la cirugía hepática de los animales obesos, se observó un aumento de los niveles de 

resistina en el hígado esteatósico y en el plasma, sin cambios de esta adipocitoquina en el tejido 

adiposo. En tales condiciones se observó una reducción en la expresión de visfatina en el hígado 

esteatósico y niveles elevados de visfatina en el plasma y en el tejido adiposo. Nuestros resultados 

indicaron que la resistina endógeno mantiene bajos los niveles de visfatina en el hígado porque 

inhibe la recaptación de visfatina desde la circulación sistémica al hígado, regulando así los efectos 

perjudiciales de esta adipocitoquina en la lesión y regeneración. De hecho, la administración de 

anticuerpos anti-resistina aumentó la acumulación hepática de visfatina derivada de los 

adipocitos, lo que agravó el daño hepático y el fallo regenerativo en hígados esteatósicos. El 

tratamiento con anticuerpos anti-visfatina protegió el hígado esteatósico y similares resultados se 

obtuvieron cuando se inhibieron simultáneamente 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 regulación positiva de la visfatina aumenta los niveles 

de NAD en el hígados esteatósico remanente tras la cirugía, mientras que la inhibición de la 

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

inducir alteraciones en el metabolismo de aminoácidos-ciclo de la urea y la producción de NO, lo 

cual influencia negativamente la viabilidad del hígado esteatósico. Conclusiones: Nuestros 

resultados indican el potencial clínico de terapias basadas en el bloqueo de la visfatina en hígados 

esteatósicos sometidos a la PH bajo I/R. 
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DISCUSIÓN 



Discusión 

El presente estudio evidencia que el tratamiento con glucosa o lípidos en condiciones de 

PH bajo I/R, confieren la misma protección en hígados no esteatósicos frente a la lesión y fallo en 

la regeneración hepática. Estos resultados contrastan con los datos publicados en la literatura en 

hígados no esteatósicos 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 

lípidos en el daño y en la regeneración en hígados no esteatósicos podría ser diferente 

dependiendo de las condiciones quirúrgicas evaluadas. Los efectos beneficiosos de ambos 

suplementos nutricionales en hígados no esteatósicos 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 regeneración hepática. Es bien conocido que la proliferación hepatocitaria es 

proporcional al aumento de ATP en el hígado remanente tras la cirugía (Man K. et al., 2006). 

Nuestros resultados indican además 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 regeneración 

del hígado no esteatósico remanente se produce independientemente de la influencia del tejido 

adiposo, lo cual indica que los hígados no esteatósicos son capaces de mantener sus funciones 

homeostáticas tras un proceso de PH bajo I/R sin la necesidad de recaptar ácidos grasos del tejido 

adiposo para mantener sus niveles de ATP, lo cual es imprescindible para la regeneración hepática. 

Al contrario de lo que ocurre con los hígados no esteatósicos, nuestros resultados 

evidencian un efecto diferencial de la glucosa y de los lípidos sobre la lesión y regeneración en 

hígados esteatósicos sometidos a PH+I/R, lo cual podría ser de relevancia clínica. El tratamiento 

con glucosa no protegió a los hígados esteatósicos frente al daño pero aumentó la regeneración. 

Sin embargo, el tratamiento con lípidos protegió a los hígados esteatósicos frente a la lesión y fallo 

en la regeneración hepática. Además, la respuesta regenerativa obtenida tras el tratamiento con 

lípidos en hígados esteatósicos fué más evidente que la obtenida con el tratamiento glucídico. Se 

investigaron los efectos de ambos tratamientos sobre los factores de crecimiento claves en la 

regeneración como son el HGF y el TGFβ, activador e inhibidor de la regeneración hepática, 

respectivamente. Nuestros resultados indicaron que en hígados esteatósicos la expresión de HGF 

fue más elevada y la de TGFβ más reducida tras el tratamiento lipídico, en comparación con los 

resultados obtenidos con glucosa. A título de ejemplo, el HGF desempeña un papel primordial en 
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la regeneración hepática y en la actualidad se está evaluando en ensayos clínicos en pacientes con 

insuficiencia hepática aguda (Ido A. et al., 2008, 2011). Atendiendo a nuestros resultados, la 

expresión de HGF hepática inducida por el soporte nutricional siguió un patrón similar al descrito 

por IL-6, una citoquina anti-inflamatoria con propiedades proliferativas. Al igual que ocurre en 

diferentes desórdenes que cursan con regeneración (Kang L.I. et al., 2012, Kariv R. et al., 2003, Sun 

R. et al., 2005), la sobre-expresión de HGF inducida por los tratamientos nutricionales podría ser 

debida a la acción de la IL- 6, un componente crítico de la respuesta regenerativa (Hortelano S. et 

al., 2007, Zimmers T.A. et al., 2003).  

Posteriormente se evaluó si diferencias en la expresión de ciclinas en los hígados 

esteatósicos podría explicar el efecto diferencial de ambos tratamientos nutricionales sobre la 

regeneración hepática. Es bien sabido que los eventos de señalización que caracterizan la 

respuesta regenerativa hepática culminan en la entrada de los hepatocitos en el ciclo celular, que 

es un proceso dependiente de la ciclinas, y en la progresión a través del ciclo celular (Weymann A. 

et al., 2009). Como parte de este proceso, la expresión hepatocelular de la ciclina E se induce 

durante la fase G1 y media la transición a la fase S (Mitra K. et al., 2009), mientras que la ciclina A 

es necesaria para la progresión de la fase S (Desdouets C. et al., 1999). El análisis de las ciclinas 

indicó que los mayores beneficios de los lípidos sobre la regeneración, en comparación con la 

glucosa,  se asociaron con un patrón diferencial en la expresión de las ciclinas. De hecho, el pico en 

la expresión de la ciclina E en hígados esteatósicos tratados con lípidos se produjo a tiempos de 

reperfusión más tempranos (12 horas después de la cirugía hepática) en comparación con el 

tratamiento con glucosa (24 horas después de la cirugía hepática). Además, la expresión de la 

ciclina A fue mayor en los hígados esteatósicos tratados con los lípidos a lo largo de la reperfusión 

(12, 24 y 48 horas después de la cirugía hepática). Teniendo en cuenta estas observaciones, el 

tratamiento lipídico es más eficaz en acelerar la regeneración de los hígados esteatósicos, 

específicamente durante la fase G1 y la fase S del ciclo celular, por lo tanto antes y durante la 

síntesis de DNA hepatocelular. 

En presencia de esteatosis hepática, el tratamiento lipídico ofrece una mayor protección 

frente a la lesión, fallo en la regeneración y mantenimiento de los niveles de ATP, si lo 

comparamos con el tratamiento glucídico. Por lo tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados, el 

tratamiento lipídico en vez del glucídico puede ser el más recomendado en hígados esteatósicos 

sometidos a PH bajo oclusión vascular.  
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El papel del tejido adiposo en el daño y en la regeneración hepática depende del tipo de 

hígado. Al contrario de lo que ocurre con los hígados no esteatósicos, la eliminación del tejido 

adiposo exacerbó el fallo en la regeneración que presentan los hígados esteatósicos al someterlos 

a PH bajo oclusión vascular. En consecuencia, estrategias basadas en la reducción o eliminación 

del tejido adiposo periférico podrían ser perjudiciales en las condiciones quirúrgicas que requieren 

la regeneración del hígado en presencia de esteatosis, tales como PH y trasplante hepático con 

enjerto de tamaño reducido. 

El tejido adiposo no fue útil para mantener los niveles energéticos en el hígado esteatósico 

que se estaba regenerando. De hecho, la lipectomía de TAB en los animales Ob no tratados 

sometidos a PH + I/R exacerbó el daño hepático y el fallo en la regeneración de los hígados 

esteatósicos tras la cirugía, pero sin modificar los niveles de ATP hepático. Además, cuando se 

realizó la lipectomía del TAB, los efectos beneficiosos de la glucosa o de los lípidos frente al daño y 

fallo en la regeneración de los hígados esteatósicos desaparecieron, pero sin cambios en los 

niveles de ATP. Teniendo en cuenta nuestros resultados, los hígados esteatósicos pueden requerir 

el TAB durante la regeneración más como fuente de diferentes hormonas tales como la 

adiponectina, que son señales esenciales para la regeneración hepática que como fuente de 

energia. Esta hipótesis se valida por nuestros resultados que indican que la acumulación de 

adiponectina en el hígado esteatósico tras la PH+I/R no se evidencia cuando se elimina el TAB. De 

todos modos, no se puede descartar la posible implicación del TAB en la regeneración hepática 

como un precursor lipídico para la síntesis de nuevas membranas celulares importante para la 

recuperación del tamaño estándar del hígado tras la PH. 

Para entender el por qué los hígados esteatósicos prefieren los lípidos en lugar de la 

glucosa para obtener energía en condiciones de PH bajo I/R se ha de considerar las observaciones 

siguientes. Se ha demostrado en repetidas ocasiones que el hígado que se está regenerando 

prefiere obtener energía mediante la oxidación de los ácidos grasos (Anderson S.P. et al., 2002). 

Así pues, el hígado esteatósico puede utilizar su grasa acumulada para obtener la energía 

necesaria durante su regeneración (Ezaki H. et al., 2009, Fernández M.A. et al., 2006). Tras la 

administración de una emulsión lipídica, el hígado esteatósico utiliza los ácidos grasos para la 

síntesis de ATP, favoreciendo de esta forma el mantenimiento de los niveles energéticos. Por otro 

lado, hay que considerar que la β-oxidación de los ácidos grasos en el hígado esteatósico podría 

afectar negativamente el uso eficaz de la glucosa exógena para la síntesis de ATP. Se sabe que el 

aumento en la β-oxidación de ácidos grasos en el hígado resulta en la producción de NADH y 
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acetil-coenzima A, lo cual reducirá el potencial redox mitocondrial, evita la entrada de piruvato en 

el ciclo de Krebs y finalmente inhibe la oxidación de la glucosa (Holecek M., 1999). 

Para explicar la mayor protección inducida por el tratamiento lipídico en los hígados 

esteatósicos en comparación con la proporcionada por el tratamiento glucídico, se debe 

considerar no sólo el mejor mantenimiento de las reservas energéticas sino también el hecho de 

que el tratamiento glucídico aumentó los niveles hepáticos de CER y redujo la proporción de 

S1P/CER, al compararlo con el tratamiento lipídico. Se conoce el papel clave de las CERs en la 

patogénesis de la resistencia a la insulina y otros trastornos metabólicos 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 reducción en 

S1P/CER favorece el daño hepático y afecta negativamente la regeneración (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 expresión de ciclina A, en la fase G0/G1 

del ciclo celular (Jayadev S. et al., 1995, Dbaibo G.S. et al., 1995)  y reduce la expresión de c -Myc , 

una fosfoproteína nuclear que tiene un papel importante en la progresión a través de las 

diferentes fases del ciclo celular (Alesse E. et al., 1998). Se debe considerar además que, al 

contrario de lo que ocurre con el tratamiento glucídico, los lípidos aumentaron los niveles de 

fosfolípidos en los hígados esteatósicos, que son un componente importante de las membranas 

celulares, manteniendo así la integridad estructural entre la célula y su entorno. Algunos tipos de 

fosfolípidos pueden derivar en productos que funcionan como segundos mensajeros en vías de 

transducción de señales e intervienen además en la vía de señalización de las prostaglandinas 

(Cohn J.S. et al., 2008, Küllenberg D. et al., 2012). Aunque la glucosa se utiliza de forma rutinaria 

para tratar la hipoglucemia postoperatoria en los pacientes después de la resección hepática 

(Caruana J.A. et al., 1986), se desconoce su contribución al daño y regeneración tras la cirugía. Los 

resultados de la presente tesis indican que la tanto la administración de lípidos como de glucosa, 

puede aumentar la capacidad regenerativa del hígado no esteatósico. En presencia de esteatosis, 

los lípidos son más eficientes que los carbohidratos para la regeneración del hígado remanente 

tras la cirugía. Es importante destacar que, en algunos pacientes que sufren de enfermedad 

hepática severa y mala digestión se evidencia una mala absorción de lípidos, y por tanto está 

contraindicada la administración lipídica por vía enteral (Holecek M., 1999). La administración 

intravenosa de emulsiones lipídicas puede resolver este problema. Por otra parte, antes del uso 

clínico del tratamiento lipídico vía parenteral en la cirugía hepática, se deben de tener en cuenta 
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algunas consideraciones. El tratamiento lipídico podría aumentar los ácidos grasos libres que 

pueden tener efectos hepatotóxicos (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 infusión parenteral de 

lípidos debido a las bajas concentraciones de la lipoproteína lipasa en estos niños, que se traduce 

en una deficiente depuración de la emulsión lipídica intravenosa y un aumento en consecuencia 

en las concentraciones plasmáticas de ácidos 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 administración 

intravenosa de la emulsión lipídica durante periodos prolongados de tiempo, hecho que no ocurre 

con el tipo de tratamiento lipídico utilizado en la presente tesis. De todos modos, las 

concentraciones de lípidos deben ser monitorizadas tras la administración por vía intravenosa de 

emulsiones lipídicas en los pacientes que presentan un elevado riesgo de hipertrigliceridemia. Si se 

toman estas precauciones, los clínicos pueden reducir en los pacientes el riesgo de los posibles 

efectos adversos inducidos con la emulsión lipídica 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 existían estudios en los que se hubiera evaluado los niveles de 

estas adipocitoquinas en hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a PH bajo I/R. Nuestros 

resultados indicaron que no se observaron cambios en ninguna de estas adipocitoquinas cuando 

los hígados no esteatósicos se sometieron a cirugía hepática. Por otro lado, se observó un 

aumento en la expresión de resitina cuando los hígados esteatósicos fueron sometidos a PH bajo 

oclusión vascular. Se pueden plantear dos hipótesis para explicar el por qué se detectó la resistina 

en el hígado tras un proceso de PH bajo I/R. De acuerdo con la primera hipótesis, la resistina 

procedente de la circulación puede ser recaptada por las células hepáticas. En función de la 

segunda hipótesis, el hígado puede generar la resistina por sí mismo sin necesidad de la 

circulación sistémica. Nuestro estudio evidencia un aumento en la expresión tanto de mRNA como 

en los niveles proteicos de la resistina en los hígados esteatósicos, 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 hígado por sí mismo genera resistina tras la cirugía hepática 

y la libera a la circulación sistémica. Al contrario de los que ocurre con la resistina, en los animales 

Ob sometidos a PH+I/R, aumentó la capacidad del TAB para producir visfatina, lo cual puede 

explicar el elevado nivel de la visfatina circulante observado en estos animales tras la cirugía. 
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Atendiendo a nuestros resultados, los hígados esteatósicos 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 proteína) en hígados esteatósicos tras la PH +I/R al compararlo 

con los animales del grupo Sham, lo cual puede ser fácilmente atribuible a alteraciones en la 

generación hepática de tal adipocitoquina como consecuencia de la cirugía hepática. Nuestros 

resultados están en consonancia con datos anteriormente descritos en la literatura en corazón 

que indican que la proteína 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 desconocían los efectos de las estrategias 

basadas en la modulación de la acción de la resistina o de la visfatina en la lesión y el fallo 

regenerativo en los hígados sometidos a la  PH bajo I/R. Nuestros resultados indican que ni la 

resistina ni la visfatina desempeñan un papel crucial en los hígados no esteatósicos. En 

consonancia con tales resultados, estrategias farmacológicas encaminadas a regular tales 

adipocitoquinas fueron irrelevantes en hígados no esteatósicos. Sin embargo, esto no ocurre en 

presencia de esteatosis. Nuestros resultados sugieren la relevancia clínica de fármacos que 

bloquean las acciones de la visfatina en hígados esteatósicos sometidos PH+I/R. Muestran además 

por primera vez que el aumento en los niveles de resistina observado en los hígados esteatósicos 

sometidos a PH+I/R puede ser un mecanismo compensatorio para mantener bajos los niveles 

hepáticos de visfatina. De hecho, evidenciamos la importancia de mantener bajos los niveles 

visfatina en hígados esteatósicos para protegerlos frente al daño y el fallo en la regeneración. 

Además, el bloqueo farmacológico de las acciones de la visfatina en hígados derivó en una 

protección frente a la lesión y fallo en la regeneración hepática.  

En la presente tesis proponemos un posible mecanismo para explicar por qué la la resistina 

endógena mantiene bajos los niveles de visfatina en los hígados esteatósicos. Es poco probable 

que la acumulación de visfatina observada en los hígados esteatósicos tras la inhibición de la 

resistina pueda ser atribuida a un aumento en la generación de visfatina por el hígado esteatósico. 

La administración de anticuerpos frente a la resistina no modificó los niveles de mRNA de la 

visfatina en el hígado esteatósico. Sin embargo, el bloqueo de la resistina favoreció la liberación de 

visfatina desde el TAB a la circulación, la cual fue captada por el hígado esteatósico. En tales 

condiciones, se observó una acumulación de visfatina en el hígado, 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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hígado esteatósico derivó del TAB. Este supuesto fue confirmado ya que no se observó 

acumulación de visfatina en el hígado cuando se realizó la lipectomía del TAB.  

Se requieren estudios para discernir cómo la visfatina puede ser captada por los hígados 

esteatósicos. A pesar de que se desconocen los receptores específicos o trasportadores de la 

visfatina en células hepáticas (Skokowa J. et al., 2009), es posible que la visfatina (con una 

actividad enzimática intacta) pueda ser captada por el hígado esteatósico por un mecanismo de 

transporte. Se sabe que la visfatina actua como un enzima encargado de la biosíntesis del NAD a 

nivel intracelular pero no es enzimáticamente activo en la circulación sistémica (Hara N. et al., 

2011). Además, 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 continuación, se investigó el por qué la inhibición de la acción de la visfatina es crucial 

para proteger los hígados esteatósicos en condiciones de PH bajo I/R. Los efectos nocivos de la 

visfatina no se deben a sus actividades pro-inflamatorias ya que la modulación farmacológica de la 

acción de la visfatina no indujo cambios en ningún parámetro bioquímico inflamatorio (TNF, IL1, 

MDA, acumulación de neutrófilos, edema, etc). Nuestros resultados son los primeros que indican 

que la visfatina puede funcionar como una enzima encargado de la biosíntesis del NAD en hígados 

esteatósicos sometidos a PH+I/R. Esto podría explicar, al menos parcialmente, los efectos 

perjudiciales de la visfatina tras la cirugía hepática. De hecho, los altos niveles de visfatina 

observados en los hígados esteatósicos se asociaron con elevados niveles de NAD, aumento en el 

daño hepático y mayores problemas regenerativos. En consecuencia, la inhibición de la  visfatina 

se asoció con niveles bajos de NAD y protección frente a la lesión y fallo en la regeneración del 

hígado esteatósico. Los cambios en los niveles de visfatina no estuvieron asociados a cambios en el 

metabolismo lipídico. Los valores de TGs, LDL, HDL y de reguladores claves del metabolismo 

lipídico (CPT2, MCAD, FgF21, SCD1 y FAS) fueron similares en hígados esteatósicos tratados o no 

con moduladores farmacológicos de la visfatina. Además, atendiendo a los resultados de 

citocromo C oxidasa, caspasa 8, expresión de Cox1 y Cox4, GPX1 y SOD2, la visfatina no indujo 

alteraciones en la función 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 desempeña un papel importante en la modulación del catabolismo de 

aminoácidos en el hígado. El GDH cataliza la deshidrogenación de glutamato en α-cetoglutarato y 

en NH4+, con el NAD+ como cofactor, y su activación en el hígado conduce a hiperamonemia. En el 
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hígado, NH4+ entra en el ciclo de la urea y entonces arginina induce la formación de la urea y la 

producción de NO (Cohen B.D. et al., 2003). Nuestros resultados indican que la visfatina (gracias a 

la síntesis del NAD) aumenta la actividad de GDH y esto se asoció con niveles elevados de NH4+, de 

arginina y aumento de la producción de NO. Es importante destacar el efecto perjudicial del NO en 

el daño hepático asociado la PH+I/R debido a la formación de ONOO-, resultado de la combinación 

del NO  con los radicales O2
- (Ramalho F.S. et al., 2009). Además, la propia urea es responsable  de 

la acidificación 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 osmótico (Shawcross D.L. et al., 2008). Hay que considerar también que evaluamos la 

regeneración hepática tras 24 horas después de la cirugía hepática, y se sabe que el período 

comprendido entre 16-28 h después de PH es un período de rápida síntesis de DNA (Ferris G.M., 

Clark J.B., 1971). Por consiguiente, proponemos que durante esta fase de regeneración,  la 

visfatina podria estar favoreciendo la síntesis de NAD en lugar de la síntesis de DNA. De hecho, 

existe una correlación inversa entre el contenido de NAD y el contenido de DNA (Ferris G.M., Clark 

J.B., 1971). Así pues, atendiendo a nuestros resultados, se requieren estrategias que inhiban la 

acción de la visfatina para proteger a los higados esteatósicos sometidos a PH+I/R ya que la 

visfatina podría favorecer la síntesis de NAD en lugar de DNA. Este hecho se debe a la competencia 

de precursores y cofactores comunes a las dos vías sintéticas tales como el ATP y la adenina.   

En conclusión, y tal y como se muestra en la figura 15 y 16, la presente tesis establece 

nuevas vías de señalización en hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a PH bajo 

oclusión vascular y evidencia nuevos fármacos y vías de acción terapeútica para reducir la lesión y 

el fallo en la regeneración que presentan los hígados, especialmente los esteatósicos al someterlos 

a cirugía hepática. 
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Figira 15. Representación esquemática que muestra el potencial 
de los lípidos y de la glucosa como tratamientos terapéuticos en 
hígados esteatósicos sometidos a resección hepática con 
oclusión vascular (Estudio 1). S1P: esfingosina-1-fosfato, CER: 
ceramida, ATP: trifosfato de adenosina, PH+I/R: hepatectomía 
parcial bajo oclusión vascular. 
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Figura 16. Representación esquemática que muestra el potencial de regulación resistina-visfatina en 
las diferentes condiciones experimentales en hígados esteatósicos sometidos a resección hepática con 
oclusión vascular (Estudio 2). PH+I/R: hepatectomía parcial bajo oclusión vascular, Ab: anticuerpo 
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Conclusiones 

Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes: 

Los hígados no esteatósicos son capaces de regenerarse tras un proceso de PH bajo 

oclusión vascular sin la necesidad del tejido adiposo. Sin embargo, los hígados esteatósicos 

requieren el tejido adiposo durante la regeneración más como fuente de diferentes hormonas 

esenciales para la regeneración que como fuente de energia. 

El tratamiento con glucosa o lípidos protegen con la misma eficacia a los hígados no 

esteatósicos sometidos a cirugía. Por el contrario, se observa un efecto diferencial de ambos 

tratamientos nutricionales sobre la lesión y regeneración en presencia de esteatosis.  

El tratamiento con glucosa aumentó la regeneración pero no protegió a los hígados 

esteatósicos frente a la lesión, debido en parte a su efecto sobre las CERs. Sin embargo, el 

tratamiento con lípidos protegió a los hígados esteatósicos frente a la lesión y fallo en la 

regeneración y la respuesta regenerativa fue más evidente que la ofrecida con el tratamiento 

glucídico. 

La mayor eficacia del tratamiento lipídico en los hígados esteatósicos se atribuye a mejoras 

en el mantenimiento del metabolismo energético y en la regulación de la síntesis de factores de 

crecimiento, aumento en la síntesis de fosfolípidos y a una aceleración de la regeneración durante 

las fases G1-S del ciclo celular. 

  Los hígados no esteatósicos no generan adipocitoquinas como la resistina y la visfatina al 

someterlos a PH bajo oclusión vascular. Por otra parte, los hígados esteatósicos generan resistina 

tras la cirugía hepática y acumulan visfatina procedente del tejido adiposo.   

Las estrategias farmacológicas encaminadas a regular la resistina o visfatina son 

irrelevantes en hígados no esteatósicos. Sin embargo, el bloqueo farmacológico de la visfatina  

protege al hígado esteatósico frente a la lesión y fallo en la regeneración tras la cirugía.   

Los hígados esteatósicos mantienen elevados los niveles de resistina endógenos como un 

mecanismo compensatorio para mantener bajos los niveles hepáticos de visfatina y evitar sus 

efectos nocivos sobre la lesión y regeneración.    
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Conclusiones 

 La inhibición de la acción de la visfatina es crucial para proteger los hígados esteatósicos en 

condiciones de PH bajo I/R porque la visfatina puede funcionar como un enzima encargado de la 

biosíntesis de NAD.  

La visfatina tras la cirugía hepática aumenta la actividad de gluttión dehidrogenasa y esto 

se asoció con niveles elevados de NH4+, de arginina y aumento en la producción de óxido nítrico, 

con efectos nocivos derivados de la formación de peroxinitrito. La visfatina favorece además la 

síntesis de NAD en lugar de DNA debido a la competencia de precursores y cofactores comunes a 

las dos vías sintéticas.   
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