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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS






Introduccién y objetivos

El fallo hepatico fulminante es un sindrome clinico muy grave resultante
de la necrosis hepatica y del fallo funcional del parénquima hepatico, de rapida
progresion, en un higado previamente sano, asociado con una alta mortalidad
(60-90%), a pesar de los grandes avances que se han producido en los ultimos
anos en la terapia tanto del manejo de los cuidados intensivos mediante
diversos soportes hepaticos bioartificiales como del trasplante hepatico. Se
caracteriza por la presencia de encefalopatia hepatica junto con signos de
insuficiencia hepatocelular, especialmente ictericia y coagulopatia. La mayoria
de los pacientes experimentan un deterioro rapido y mueren a no ser que
reciban un trasplante de urgencia. Solo un bajo porcentaje de estos pacientes

recupera la funcién hepatica normal.

El mayor conocimiento de los mecanismos patogénicos involucrados en
el desarrollo del fallo hepatico fulminante tiene gran importancia en la busqueda
de nuevas modalidades terapéuticas por lo que se considera que el uso de
modelos animales que brinden la oportunidad de investigar sobre esta grave
patologia tiene una gran trascendencia. De hecho, aunque una de las
principales etiologias de fallo hepatico fulminante es de naturaleza virica, la
mayor parte de los modelos desarrollados hasta el momento son quirurgicos o
utilizan sustancias quimicas y no reflejan de modo idéneo el patrén de la
enfermedad humana de fallo hepatico fulminante. Trabajos previos de nuestro
grupo de investigacion han comprobado que la enfermedad hemorragica del
conejo presenta caracteristicas bioquimicas, histolégicas y signos clinicos
compatibles con el fallo hepatico fulminante del hombre por lo que cumple los
requisitos necesarios para ser considerado como modelo animal del fallo
hepatico fulminante humano. Aun se desconocen los mecanismos patogénicos
precisos que conducen al desenlace fatal de esta patologia y, por otra parte,
continua la busqueda de nuevas opciones terapéuticas que al menos aumenten

la subsistencia de los pacientes a la espera de un posible trasplante.
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El estrés oxidativo es un hallazgo comun en las diferentes etiologias del
fallo hepatico y juega un papel fundamental en este modelo, ya que induce la
apoptosis de los hepatocitos y contribuye de forma importante a la
fisiopatologia del fallo hepatico fulminante, numerosos estudios relacionan el
estrés oxidativo con la apoptosis. En el fallo hepatico fulminante la apoptosis es
la primera respuesta celular ante las principales agresiones. De hecho, se ha
indicado que su inhibicién previene la inflamacion que se desarrolla en esta

patologia.

Por ultimo, la regeneracion hepatica es también una respuesta
fundamental del higado ante el dafo tisular y se considera que el indice de
regeneracion hepatica puede ser critico en el prondstico de estos pacientes.
Sin embargo, no existen terapias disponibles capaces de estimular la

regeneracion.

La melatonina es una molécula que posee una gran capacidad de
atravesar membranas lipidicas por difusién simple y es un potente depurador
de radicales libres. Sus efectos protectores han sido ampliamente estudiados

en diferentes modelos experimentales de enfermedades hepaticas.

Por todo ello, en este estudio el principal objetivo ha sido comprobar el
posible efecto protector de la administracion de melatonina en conejos
infectados con el virus de la enfermedad hemorragica del conejo, modelo
animal de fallo hepatico fulminante de etiologia virica. Para ello se ha tratado
de estudiar sus efectos sobre el estrés oxidativo, la apoptosis y la inflamacién
en el FHF producido por el virus de la enfermedad hemorragica del conejo, asi

como sobre la regeneracion hepatica en los conejos infectados.
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2.1 Elfallo hepatico fulminante

El término fallo hepatico fulminante (FHF) fue definido por Trey y
Davidson para describir un cuadro clinico agudo, de pocas semanas de
evolucion y sin evidencias de enfermedad hepatica preexistente (Trey y
Davidson, 1970). Desde entonces se han introducido diversas modificaciones
en la definicion y, hasta el momento, no hay una nomenclatura universalmente

aceptada (Wlodzimirow y cols., 2012).

El FHF es un sindrome clinico muy grave asociado con una alta
morbilidad y mortalidad (Lee, 1993; Nguyen y Vierling 2011) a pesar de los
grandes avances que se han producido en los campos tanto del manejo de los
cuidados intensivos como en el trasplante hepatico (TH) (Plevris y cols., 1998;
Nguyen y Vierling 2011). Se caracteriza por un rapido deterioro de la funcién
hepatica con desarrollo de encefalopatia hepatica (EH) en pacientes sin historia
previa de enfermedad hepatica o con alteraciones hepaticas cronicas (O’'Grady
y Williams, 1993). Las etiologias del FHF son muy diversas, con variaciones
geograficas, e incluyen hepatitis viricas, hepatotoxinas, anormalidades
cardiovasculares, hepatitis autoinmunes, alteraciones metabdlicas vy
anormalidades anatomicas del higado; no obstante, en una gran proporcién de
pacientes su etiologia es desconocida (Riordan y Williams, 2000). Una
estimacién razonable del indice de supervivencia del FHF es de un 20-25% de
los pacientes, con excepcidon de la intoxicacion con paracetamol que presenta

una tasa de recuperacion de casi el 50% de los casos (Bernal, 2003).

El FHF no se considera como una enfermedad, sino como un sindrome
que se produce como consecuencia del fallo funcional de una gran parte del
parénquima hepatico (Rosser y Gores, 1995). El diagnéstico del cuadro se
basa, por un lado, en la ausencia de enfermedad hepatica previa, y por otro, en

la presencia de signos clinicos y analiticos que evidencian la menor funcién
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celular hepatica, siendo un buen indice el alargamiento del tiempo de

protrombina (TP) que no se corrige con vitamina K.

2.1.1 Etiologia

Las causas que originan el FHF son diversas y existe una considerable
variacion geografica. Aunque los virus y los farmacos son los responsables de
la mayoria de los casos, en un alto porcentaje de los pacientes la etiologia es
indeterminada (O’Grady, 2005). No obstante, en los dultimos anos, el
diagndstico ha mejorado notablemente, disminuyendo los casos de etiologia
indeterminada (Germani y cols., 2012). En la mayoria de los casos el FHF es
originado principalmente por infecciones viricas, especialmente por el virus de
la hepatitis B (VHB) pero también por el de la hepatitis A (VHA) y el de la
hepatitis E (VHE) (Acharya y cols., 2000). Ahora bien, en paises como el Reino
Unido y en los EEUU, mas del 65% de los casos de FHF son debidos a drogas
y farmacos siendo la intoxicacion por paracetamol la principal causa de FHF
(Bernal, 2003; Bernal y cols., 2010). En Espafia el principal responsable es el
VHB mientras que la intoxicacion por paracetamol es la causa de un bajo
numero de casos; y en uno de cada tres casos no se conoce su etiologia

(Escorsell y cols., 2007) (Figura 1).

Las causas que originan el FHF las podemos dividir en tres grandes

grupos:
1. Infecciosas
2. Farmacos, toxinas y venenos
3. No téxicas ni infecciosas: vasculares, metabdlicas, miscelaneas,

indeterminadas

La hepatitis virica aguda constituye una de las causas mas frecuentes de
FHF, aunque con una variabilidad geografica en su prevalencia que puede

oscilar desde el 72% en Paris al 33% en Londres (Bernuau y cols., 1986;
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O’Grady y cols., 1989), con un valor del 40% en el caso de Espafia (Escorsell y

cols., 2007; Mas y cols., 2010). Los principales virus implicados son los VHA,

VHB, VHD y VHE.
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21% 28 i Drogas/Toxica
Otras
* Indeterminada 4% *

Figura 1. Etiologia del FHF en diferentes paises (Ichai y Samuel, 2011).

Aunque el VHA es el mas frecuente, rara vez se complica en FHF, con
una incidencia que oscila entre el 0,14 y el 0,35% de los casos hospitalizados;
ademas, del conjunto de las hepatitis viricas que pueden evolucionar de forma
fulminante es la que tiene el mejor prondstico. En el caso del VHB el riesgo de
desarrollar FHF es mucho mayor, detectandose entre el 1y el 4% de los casos,
y llegando a ser responsable del 70% de los casos de origen virico

(Papaevangelou y cols., 1984). Las hepatitis producidas por el VHE provocan
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FHF principalmente en mujeres en el tercer trimestre de embarazo con gran

incidencia en zonas de Africa y Asia (Ramalingaswami y Purcell, 1988).

Otros virus implicados en el FHF son los herpes simples tipo 1 y 2,
varicela-zoster, citomegalovirus, Epstein-Barr, adenovirus, paramixovirus y de
forma aislada se han comunicado casos atribuibles a parvovirus B19, cosackie
B y arbovirus, principalmente en pacientes inmunodeprimidos (Bernuau y cols.,

1986; Liang y cols., 1993., Langnas y cols., 1995; Feranchak y cols., 1998).

Con excepcion de la hepatitis por paracetamol, que es frecuente en
algunos paises, la hepatitis debida a intoxicaciones provoca unicamente el 1-
2% de los casos de FHF y en ocasiones se determina la etiologia toxica por
exclusiéon de otras causas (Bernuau y cols., 1986; Abboud y Kaplowitz, 2007).
El paracetamol es la causa del 50 al 60% de los casos de insuficiencia hepatica
fulminante en el Reino Unido (O'Grady y cols., 1989), predominando en este
caso la intencion suicida sobre el envenenamiento accidental. La tasa de
hospitalizacion debido a una sobredosis accidental o intencionada de
paracetamol se ha estimado en mas de 26.000 casos al afio en EEUU (Nourjah
y cols., 2006).

Otros agentes causantes de FHF son los anestésicos halogenados,
sobre todo el halotano, los antiinflamatorios no esteroideos, los agentes anti-
Bacilo de Koch isoniazida y pirazinamida o los inhibidores de la monoamino
oxidasa, sobre todo si se asocian con inductores enzimaticos (Boelsterli y cols.,

1995) y algunos antiepilépticos (Bjérmsson, 2008).

Las setas del género Amanita y disolventes industriales como el
tetracloruro de carbono e hidrocarburos volatiles se encuentran entre los

agentes capaces de causar FHF (Karakayali y cols., 2007).

Aunque con una baja frecuencia también son causas de FHF las
asociadas al embarazo (ruptura hepatica espontanea), enfermedad veno-

oclusiva, sindrome de Budd-Chiari, enfermedad de Wilson, hemocromatosis,

10
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metastasis tumorales, sepsis, isquemia y el fallo del TH (Wong y Wai, 2006;
Grabhorn y cols., 2006; Eisenbach y cols., 2007).

2.1.2 Clinica

Tanto las manifestaciones clinicas como los datos de laboratorio son
comunes en las diferentes etiologias, salvo peculiaridades especificas. La EH
constituye un criterio diagnoéstico. Casi siempre, la hiperbilirrubinemia es de tipo
conjugado vy la ictericia es un signo precoz y rapidamente progresivo (Lee,
1993). Hay un descenso del tamafo hepatico con disminucion de la matidez a

la percusion.

Se producen graves trastornos de la coagulacion por diferentes
mecanismos que favorecen el sangrado en diversas localizaciones, siendo la
mas frecuente el tracto digestivo superior (erosiones agudas de la mucosa
gastrica). La insuficiencia renal aparece en el 30-75% de los casos y se asocia
con un peor pronostico. Es habitual la circulacion hiperdinamica, caracterizada
por taquicardia, hipotension, aumento del gasto cardiaco y una disminucion de
las resistencias periféricas, relacionado todo ello con un desequilibrio entre

factores vasodilatadores y factores vasoconstrictores a favor de los primeros.

Los pacientes con FHF desarrollan infecciones frecuentes de origen
entérico, siendo frecuentes también las infecciones por Gram positivos vy
hongos, favorecidas por el manejo diagndstico y terapéutico de estos enfermos.
En su patogenia se implican alteraciones funcionales de los neutrdfilos,
disminucién del complemento sérico y quizas una deficiencia de la funcion de

las células de Kupffer.

En el siguiente apartado se analizaran por sistemas las caracteristicas

clinicas y la patogenia de su afectacion en el curso del FHF (Figura 2).

11
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Figura 2. Afectaciones sistémicas del FHF (Shawcross y Wendon, 2012).

2.1.2.1 Alteraciones del sistema nervioso central

La patogenia de la EH no es todavia muy conocida, no obstante los dos
factores de mayor importancia han sido el incremento de la concentracion de
amonio en el sistema nervioso central (SNC) y el aumento del acido gamma
amino butirico (GABA) como neurotransmisor inhibidor (Lee, 1993; Mas vy
Rodes, 1997).

La neurotoxicidad del amonio es bien conocida. Su concentracién en la
sangre y en el liquido cefalorraquideo (LCR) aumenta en el FHF. El amonio
inhibe los canales de cloro, lo que contribuye a la depresion del SNC,
disminuye la neurotransmision glutamatérgica, causando neurodepresion y
ademas altera la barrera hemato-encefalica. No obstante, existen varias
observaciones que van en contra de que el amonio sea el unico factor en el
desarrollo de la encefalopatia: a) la pobre correlacion entre su concentracion en

plasma y LCR y la gravedad de la encefalopatia; b) la aparicion de

12
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encefalopatia con niveles de amonio normales; c) el hecho de que
concentraciones bajas de amonio producen excitacibn en lugar de
neurodepresién (Jalan y Haynes, 1997). Por ello, se ha propuesto que juegan
un importante papel para otras neurotoxinas derivadas del intestino tales como

mercaptanos, fenoles o acidos grasos de cadena corta.

El estado normal de alerta esta determinado por un fino equilibrio entre
los neurotransmisores excitadores e inhibidores. Por un lado, el glutamato es el
neurotransmisor excitador mas importante en el cerebro; en la encefalopatia
sus niveles estan reducidos, los mecanismos de recaptacion estan alterados y
los sitios de union presentan una regulacion a la baja. Por otro lado, el GABA
es el principal neurotransmisor inhibidor y su tono esta aumentado en la EH, lo
que se asocia con alteraciones de la funcion motora y la depresion de
conciencia, dos manifestaciones cardinales de la encefalopatia. Se desconoce

el mecanismo por el cual dicho tono aumenta (Basile y Jones, 1997).

Por ultimo, se ha sugerido que el amonio por si solo aumentaria
directamente la neurotransmision GABAérgica (Basile y Jones, 1997). Parece
probable que el amonio, en las concentraciones que comunmente se detectan
en el FHF, contribuye a las manifestaciones de la EH ya sea potenciando la
neurotransmision GABAérgica o aumentando sinérgicamente la accion de los
agonistas enddgenos del receptor benzodiacepinico. Este concepto explica por
qué algunos pacientes con encefalopatia tienen niveles normales de amonio y
por qué, en otras circunstancias, no responden a los antagonistas del receptor
de benzodiacepinas y racionalizan el tratamiento de la encefalopatia que esta
encaminado tanto a la disminucion de los niveles de amonio como a la

disminucién del tono GABAérgico.

No soélo la EH, como desorden metabdlico, afecta el nivel de consciencia
de estos pacientes, también el edema cerebral con aumento concomitante de
la presion intracraneal (PIC), siendo la causa mas frecuente de muerte en los

casos de FHF. Generalmente progresa siguiendo cuatro etapas que van desde
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la confusion con alteraciones de la personalidad (grado |) hasta el coma (grado
IV), pasando por el comportamiento inapropiado con sopor, letargia, ataxia y
asterixis marcada (grado Il). El grado lll se caracteriza por estado de estupor,
lenguaje inarticulado, respuesta uUnicamente a ordenes simples, clonus,
Babinski y rigidez. EI aumento de la PIC es poco frecuente en pacientes con
encefalopatia grado I/ll; no obstante, en las etapas tempranas aumentaria el
liquido cerebral hasta alcanzar el maximo en las etapas avanzadas. El edema
cerebral aparece en un 50 a 85% de los pacientes con FHF y encefalopatia
grado llI/IV (Lee, 1993; Mas y Rodes, 1997). El edema cerebral puede conducir

a herniacioén cerebral y muerte (Lee, 2012).

Existen dos teorias para explicar la patogénesis de la EH: la “hipdtesis
de la glutamina” y la hipétesis de la “hiperemia cerebral”. La “hipdtesis de la
glutamina” se basa en el hecho de que el amonio es destoxificado en el cerebro
y convertido en glutamina, cuyos efectos osmoéticos en los astrocitos pueden
conducir al desarrollo de edema cerebral (Blei, 2008), provocando la hinchazén
de los mismos (Norenberg y cols., 2007). Se ha relacionado la concentracién
de amonio cerebral con la herniacion cerebral en pacientes de FHF
(Clemmesen y cols., 1999). La hipotesis de la “hiperemia cerebral” propone que
el edema se produce como consecuencia de una elevacion del flujo sanguineo
cerebral, lo que altera las fuerzas hidrostaticas presentes en los capilares
cerebrales. Estudios realizados en pacientes con FHF (Strauss y cols., 1997) y
en modelos experimentales (Dempsey y Kindt, 1982) indican que las arteriolas
cerebrales estan dilatadas. En pacientes con FHF, la liberacion de endotoxinas
desde el intestino a la sangre portal puede aumentar la concentracidon
plasmatica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de algunas
interleucinas (IL-1B e IL-6) durante la respuesta inflamatoria del hospedador
(Wilkinson y cols., 1974, de la Mata y cols., 1990). Otros estudios sugieren que
el desarrollo de edema cerebral puede depender tanto de la acumulaciéon de
glutamina en los astrocitos, como de los cambios en el flujo sanguineo cerebral
(Master y cols., 1999; Cdérdoba y cols., 1999).
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Segun otros autores, el higado necrético también podria estar
involucrado en la génesis de la hiperemia cerebral pues la hepatectomia, en
pacientes inestables en espera de TH, conduce a una estabilizacion de los
parametros hemodinamicos sistémicos. Aunque es posible que las citoquinas u
otros compuestos liberados por el higado necrético puedan contribuir a la
vasodilatacion cerebral, otras situaciones asociadas con la necrosis masiva del
tejido hepatico, tales como pancreatitis, no estan asociadas con edema
cerebral. Asimismo, se ha indicado que en la cirrosis el edema puede aparecer

en ausencia de necrosis tisular (Cérdoba y cols., 1999).

Si bien es cierto que hasta la fecha hay poca evidencia de la
participacion directa del estrés oxidativo en pacientes con EH, diversas
investigaciones indican que tiene un papel clave en la patogenia de la EH.
Aunque se ha documentado que los factores involucrados en la patogenia de la
EH son capaces de generar radicales libres (RL) y disminuir la capacidad
antioxidante en el SNC, la participacion exacta de las especies reactivas del
oxigeno (EROs) generada por neurotoxinas como el amonio no es del todo
clara. Se ha comprobado que la infusién de amonio en el cuerpo estriado de
ratas da lugar a la produccién de radicales hidroxilo (Kosenko y cols., 2003),
asi como una disminucion significativa en la actividad de enzimas
antioxidantes, un aumento de la peroxidacion lipidica y disminucion del
glutation (Kosenco y cols., 1997). Se han observado efectos positivos en el
tratamiento de EH experimental con distintas sustancias antioxidantes (Song y
cols., 2003).

2.1.2.2 Alteraciones renales y del equilibrio dcido-base

Las alteraciones en el equilibrio hidroelectrolitico en el FHF son muy
complejas. Entre el 30 y el 75% de los pacientes con FHF desarrolla
insuficiencia renal oligurica, que agrava el prondstico. La azoemia no es un

buen indicador de la funcidon renal debido a la disminucion de la sintesis de
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urea por el higado, por ello, se prefiere la creatininemia (Ring-Larse y Palazzo,
1981).

Aunque lo mas frecuente es el desarrollo de un fallo renal funcional
(aproximadamente en el 50% de los pacientes), los rifiones de estos pacientes
son histolégicamente normales o casi normales con la funcién tubular renal
preservada de manera que el TH o la mejoria del cuadro revierte el fallo renal
(Bihari y cols., 1986).

El fallo renal funcional, al igual que en la cirrosis, se relaciona con el
desequilibrio entre los factores neurohumorales vasoconstrictores vy
vasodilatadores renales. De manera que, al igual que en los pacientes
cirréticos con sindrome hepatorrenal, los pacientes con FHF e insuficiencia
renal exhiben una grave vasoconstricciéon renal con disminucion de la perfusion
renal y del filtrado glomerular, con una funciéon tubular conservada en el
contexto de una marcada vasodilatacion sistémica (Lee, 1996). El prondstico

del sindrome hepatorrenal es desfavorable con una mortalidad del 90%.

Aproximadamente un 50% de los pacientes con FHF exhiben signos
clinicos asociados con hipertension portal como ascitis y sindrome
hepatorrenal. Se ha sugerido que la hipertensiéon portal podria estar causada
por un aumento de la resistencia hepatica al flujo sanguineo portal como
consecuencia del colapso sinusoidal y distorsion de la arquitectura hepatica
después de producirse la necrosis hepatocelular extensa (Navasa y cols.,
1992).

La hipopotasemia se produce frecuentemente en las fases tempranas y
puede desencadenar arritmias letales. La hiponatremia, que sugiere retencion
acuosa y disminucion de depuracion del agua libre, se debe a una disminucién
del filtrado glomerular que determina una menor llegada de orina primaria a los
segmentos distales de la nefrona, junto con el aumento de la hormona
antidiurética. La hipofosfatemia es comun particularmente en casos de

sobredosis por paracetamol (Valla y cols., 1989).

16



Revisién bibliogréfica

La alcalosis respiratoria es el trastorno acidobasico mas repetido. En
etapas tempranas de la EH se observa frecuentemente una alcalosis
respiratoria de origen central, secundaria a algun mediador toxico. Se asocia
con una disminucidn de la disociacién de la oxihemoglobina y una disminucién
de la perfusion cerebral y del consumo de O, cerebral (Bihari y cols., 1986).
También es precoz una alcalosis metabdlica que puede deberse a la

hipopotasemia, o ser secundaria al fallo en la alcalinizacién de la orina.

En la evolucion del FHF se desarrolla una acidosis metabdlica lactica,
particularmente asociada con la hipoglucemia y el fallo de la circulacion
periférica. Se ha sugerido que la acidosis lactica puede deberse tanto al fallo de
la gluconeogénesis como a un aumento del metabolismo aerdbico. Por ultimo,
puede existir también una acidosis respiratoria por depresion del centro

respiratorio secundario al edema cerebral.

2.1.2.3 Alteraciones respiratorias

En relaciéon al centro respiratorio, en las fases iniciales del FHF se
produce una hiperestimulacién que lleva a una alcalosis respiratoria, pero en la
evolucion, y de forma secundaria al aumento de la PIC, puede desarrollarse
una acidosis metabdlica por depresion del centro respiratorio que conduce al

paro respiratorio.

A nivel macrocirculatorio, el patron tipico del FHF es muy similar al de la
sepsis, con gasto cardiaco aumentado y disminucién de la resistencia vascular
periférica, que en la evolucion puede llegar a la hipotension y “shock”. A veces
el “shock” puede ser de causa central por depresion del centro vasomotor,

siendo de muy dificil tratamiento (Harrison y cols., 1991).
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2.1.2.4 Alteraciones de la coagulacion

Las alteraciones en el mecanismo de la coagulacién son un hallazgo
practicamente constante en el FHF, debido al papel del higado en la sintesis de
los factores de la coagulacion, con excepcion del factor VI, que es sintetizado
por el endotelio. EI TP se prolonga, (en general por encima del 50%), siendo
éste un elemento prondstico. El factor VII es el primero en disminuir por su vida
media corta y el aumento del catabolismo le afecta poco. El descenso de este
factor indica que el dano hepatico ha ocurrido independientemente de los
factores dependientes de vitamina K y es un factor prondstico y de seguimiento
evolutivo. La concentracion de fibrindgeno es la ultima en disminuir, ya que el

higado preserva la capacidad de sintetizarlo hasta las etapas finales del FHF.

Si bien puede ocurrir una fibrinolisis y una coagulacién intravascular
diseminada (CID) de bajo grado, estos sindromes son dificiles de distinguir de
los cambios debidos a fallos de la sintesis hepatica. No obstante, la CID puede
acentuarse por complicaciones hemorragicas, reposicion de factores, infeccion
o endotoxemia. Se altera la funcién y el niumero de plaquetas, situandose por
debajo de 100.000/ul (Lee, 1993).

2.1.2.5 Alteraciones metabdlicas

Una situacion frecuente, ya que se produce en mas del 40% de los
casos de FHF, es la hipoglucemia, secundaria a la alteracion de Ia
gluconeogénesis y a los bajos niveles de glucégeno hepatico (Lee, 1996). Por
otra parte, los niveles de insulina estan elevados por una disminucion de su
metabolismo, o que aumenta su vida media; este aspecto, junto con la

hiponatremia, puede explicar parte de las manifestaciones encefalicas.

La presencia de hipoglucemia constituye otro elemento prondstico. No

es raro que estos pacientes presenten una pancreatitis asociada, ademas el
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colesterol suele presentar niveles bajos y los acidos grasos libres estan

aumentados en plasma.

2.1.3 Anatomia patoldgica

En la mayoria de los casos, se produce una necrosis masiva de los
hepatocitos; no obstante, la insuficiencia hepatocelular sin necrosis es
caracteristica del higado graso agudo del embarazo y del sindrome de Reye,
sugiriendo que la muerte real de las células no es un rasgo universal o
esencial. Ciertas condiciones como el dafio inducido por disolventes organicos
o la intoxicacion por acetaminofeno afectan en particular a la regién
centrolobulillar. En contraste, el higado graso agudo se caracteriza por la

acumulacion de grasa microvesicular en las células intactas.

Vinculado con el patron enzimatico podemos hablar de dos tipos
anatomopatolégicos de lesion hepatica en el FHF. En el tipo | aparecen areas
confluentes de necrosis hepatocitaria, y cursa con una elevacién muy marcada
de las transaminasas séricas y de la bilirrubinemia. Sus causas pueden ser
virus hepatotropos, téxicos como el paracetamol, halotano o isoniazida,
intoxicacidon por Amanita phalloides o isquemia hepatica. El tipo Il se
caracteriza por un acumulo microvesicular de grasa en el citoplasma
hepatocitario, sin desplazamiento de los nucleos. Aunque también aumenta la
transaminasemia, lo hace en menor grado. Algunos ejemplos de este tipo de
FHF son la degeneracién aguda grasa del embarazo, el sindrome de Reye, la
toxicidad por tetraciclinas o acido valproico y la hepatitis aguda alcohdlica (Lee,
1993; 1996).
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2.1.4 Diagndstico

La EH, junto a la aparicion de una coagulopatia en el contexto de una
enfermedad hepatica aguda, definen la presencia de una insuficiencia
hepatocitica aguda. Dicho de otra forma, el diagnéstico del FHF se basa en la
presencia de 2 6 3 aspectos clinicos: ictericia y encefalopatia, junto con
algunos datos bioquimicos: aumento de la bilirrubina (BR) total a expensas de
la directa, prolongacion del TP (por encima del 50%) y disminucion del nivel
plasmatico del factor V. En general, la prolongacion del TP por encima del 50%
precede en horas o semanas a la aparicion de encefalopatia clinicamente
evidente (Mas y Rodes, 1997).

En muchos casos este sindrome clinico se asocia con edema cerebral,
alteracién de la funcion renal y disfuncidn organica multiple. Se pueden
distinguir diferentes patrones de presentacién vinculados a la etiologia del FHF;
por ejemplo, el FHF por sobredosis de paracetamol se presenta generalmente
con encefalopatia y coagulopatia graves que puede progresar rapidamente al
edema cerebral con escasa ictericia; en cambio, en los pacientes con FHF por
hepatitis virica, a menudo se presenta con intensa ictericia pero con menos

probabilidad de desarrollar edema cerebral (Lee, 1993; McPhail y cols., 2010).

2.1.5 Clasificacion

Desde que en 1970 Trey y Davidson propusieran una definicion para el
FHF, algunos autores han aportado distintas clasificaciones con el objetivo de
establecer un prondstico y una accién terapéutica en cada caso basandose
fundamentalmente en la duraciéon del periodo de tiempo transcurrido entre el
inicio de los sintomas clinicos o la aparicion de ictericia y el desarrollo de
encefalopatia. Asi en el King’s College Hospital de Londres, O’Grady vy

Williams, en base al analisis de 635 pacientes comprendidos entre 1972 y
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1985, proponen 3 categorias (O’Grady y Williams., 1993; McPhail y cols.,
2010):

1.- Fallo hepatico hiperagudo: cuando la encefalopatia se produce dentro

de los primeros 7 dias desde la aparicion de la ictericia.

2.- Fallo hepatico agudo: cuando el intervalo entre la ictericia y la

encefalopatia se encuentra entre los 8 y los 28 dias.

3.- Fallo hepatico subagudo: cuando la encefalopatia se produce entre

las 5 y las 12 semanas de la aparicion de la ictericia.

Si bien el primer y segundo grupo tienen alta incidencia de edema
cerebral (69 y 56%, respectivamente), el segundo grupo tiene un desfavorable
prondstico sin TH (7% de supervivencia) a diferencia del primer grupo (36% de
supervivencia) en donde el tratamiento médico adquiere mayor importancia. El
tercer grupo tiene baja incidencia de edema cerebral (14%), aunque el
pronodstico con tratamiento médico es también desfavorable (14% de

supervivencia).

Por otra parte, en el Hospital Beaujou de Paris, Bernuau y Durand

clasificaron el FHF en dos grupos (Bernuau y Durand, 1997):

I.- Fallo hepatico fulminante: cuando la encefalopatia se desarrolla

dentro de las 2 semanas de iniciada la ictericia.

2.- Fallo hepatico subfulminante: cuando el intervalo entre la ictericia y la

encefalopatia se situa entre las 2 y 12 semanas.

Las manifestaciones de hipertension portal, incluyendo ascitis y
hemorragia digestiva por varices esofagicas, son mas comunes en el sindrome
de fallo hepatico subfulminante. El espectro de las alteraciones neuroldgicas
también difiere: en el fallo hepatico subfulminante la encefalopatia puede no

producirse hasta muy avanzada la enfermedad, en cambio en el FHF el grado
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de EH y su duracion son importantes predictores prondsticos. Aunque el edema
cerebral y la herniacién cerebral es la mayor causa de muerte en el FHF, con
una incidencia superior al 50%, es infrecuente en los fallos hepaticos
subfulminantes y las hepatopatias cronicas, en las que se vale de mecanismos
compensadores que previenen el desarrollo de herniacidon cerebral mediante la
inhibicion de los factores que inician el edema vasogénico y citotdxico
(Williams, 1996).

2.1.6 Tratamiento

Una vez establecido el diagndstico de FHF, una premisa inicial en el
manejo de este tipo de pacientes, es el traslado de los mismos a una unidad de
cuidados intensivos de un centro hospitalario donde se lleven a cabo
trasplantes hepaticos (Bernuau, 2004). El tratamiento curativo de los pacientes
con FHF depende del tratamiento médico y del TH. Son fundamentales tres
aspectos: a) la recuperacion espontanea sin secuelas es posible en algunos
pacientes, b) la terapéutica inapropiada, en especial con los farmacos, puede
agravar inesperadamente el estado del enfermo y c) el TH es un tratamiento

eficaz (Bernuau y cols., 1986).

El ingreso de los pacientes en unidades de cuidados intensivos
especializadas en el manejo de los mismos, permite el control de muchas de
las complicaciones que presentan y aumenta las posibilidades de que el
paciente permanezca vivo en espera de la recuperacion espontanea de la
funcién hepatica o de la llegada de un d6rgano (Lee, 2012). A la hora de
considerar el tratamiento meédico se deben tener en cuenta tres maximas
fundamentales: 1) la regeneracion hepatica es el objetivo fundamental y debe
intentarse por todos los medios, 2) hay que seguir exhaustivamente el curso de
la enfermedad y repetir periédicamente valoraciones prondsticas y 3) el

metabolismo de los farmacos esta profundamente alterado, por lo que se
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deben extremar los cuidados a la hora de prescribirlos (Tygstrup y Ranek,
1981). Es muy importante la atencion de estos enfermos en una Unidad de
Cuidados Intensivos, tanto mejor cuanta mas experiencia tenga con pacientes
de este tipo, y con habilidad para el tratamiento del fallo multiorganico
(Tygstrup y Ranek, 1986).

Un aspecto crucial en el tratamiento de FHF lo constituye el manejo de la
insuficiencia renal. Puede estar indicada la terapéutica de sustitucion renal
durante el intervalo de espera del 6rgano, o como complemento del TH, debido
a que el edema cerebral grave se acompafia a menudo de insuficiencia renal
importante. La dialisis no es por si misma un tratamiento eficaz y ademas
puede tener efectos perjudiciales al eliminar factores plasmaticos solubles que

podrian intervenir en la regeneracion hepatica (Mas y Rodes, 1997).

La encefalopatia y el edema cerebral son las causas mas frecuentes de
muerte en estos pacientes debido al enclavamiento cerebral producido por el
aumento de la PIC. En este sentido, los trastornos metabdlicos que son
potencialmente perjudiciales para la funciéon cerebral, como hipoxemia,
hipoglucemia, hiponatremia, hipofosfatemia y acidosis metabdlica, deben

prevenirse y corregirse (Jalan, 2005).

La PIC debe monitorizarse fundamentalmente en los casos de EH
avanzada (a partir del grado Ill). Esta técnica lleva consigo riesgo de
complicaciones pero la colocacion de sensores de presion intracraneales,
colocados preferentemente en posicion epidural, que disminuye el riesgo de
complicaciones, se ha mostrado de gran eficacia para la prevencion de la
herniacion cerebral secundaria al edema asi como para la seleccidn de
pacientes tributarios de TH (Cérdoba, 2002).

El manejo de los trastornos metabdlicos obliga a administrar bolos
adicionales de dextrosa y a monitorizar cuidadosamente las cifras de glucemia
para detectar y corregir las hipoglucemias, que son asintomaticas la mayoria de

las veces. Hay también que corregir la hipofosfatemia. La alcalosis no debe
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tratarse. Si existe acidosis metabdlica hay que diagnosticar y tratar los factores
desencadenantes y perfundir bicarbonato sédico o recurrir incluso a
hemodialisis (Lee, 1996).

Debido a que los trastornos de la coagulacién constituyen el elemento
pronéstico mas valioso en la insuficiencia hepatica, no debe intentarse
corregirlos si no hay hemorragias. La administracion de plasma fresco
congelado no mejora la supervivencia, modifica el estado de la coagulaciéon que
al ser el pronéstico mas fiel expone al paciente a la indicacion inadecuada del
TH. La trombopenia obliga algunas veces a transfundir plaquetas junto con
pequefas cantidades de heparina para impedir que aumente la CID (Lee,
1996).

Las infecciones y la sepsis son otra causa importante de muerte.
Recientemente se han asociado valores bajos de fibronectina en plasma con
una mayor mortalidad del FHF al relacionarse directamente con una mayor
incidencia de infecciones, llegando incluso a suponer un 75% de las muertes si
no se trata correctamente. No esta demostrada todavia la utilidad terapéutica
de los antibidticos empleados profilacticamente. La bacteriemia y las
infecciones bacterianas parenquimatosas deben tratarse con los antibiéticos
adecuados. Los aminoglucésidos estan contraindicados a causa de que su
nefrotoxicidad aumenta por la insuficiencia hepatica (Rolando y cols., 1993;
2000).

La regeneracion hepatica es una respuesta fundamental del higado ante
el dafio tisular. Se considera que el indice de regeneracion hepatica puede ser
fundamental en el prondstico de estos pacientes (Doria y cols., 2007). Se ha
observado que, tras el tratamiento con el factor de crecimiento epidérmico-8
(TGF-B) en un modelo de FHF en ratas provocado por tetracloruro de carbono,
aumentdé de forma clara (Armendariz-Borunda y cols. 1993). El agente
antimicrobiano ciprofloxacino también aumenta significativamente la actividad

de regeneracion hepatica en un modelo de FHF en rata, muy probablemente
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por bloquear los receptores de la membrana hepatocitaria para el acido y-
aminobutirico, un inhibidor de la regeneracidn hepatica, cuyos niveles estan

muy elevados en el FHF (Kaita y cols., 1998).

En la regeneracion hepatica estan implicadas una compleja red de
citoquinas y factores de crecimiento que actuan de una manera ordenada; se
ha observado que la anfirregulina, un factor de crecimiento, contribuye a la
regeneracion hepatica en sus fases mas tempranas tanto en cultivos celulares
como en estudios in vivo pudiendo tener aplicaciones terapéuticas en la
fabricacion de medicamentos para el dafio hepatico agudo (Berasain y cols.,
2005). Se ha observado que la proteina caveolina-1 es esencial para la
regeneracion hepatica ya que esta implicada en la acumulacidon y regulacion
del metabolismo de los triglicéridos (Fernandez y cols., 2006; Frank y Lisanti,
2007). Si bien en cultivos celulares también se han demostrado estos efectos,
para algunos autores las aplicaciones de la caveolina-1 en el proceso de
regeneracion hepatica son minimas (Mayoral y cols., 2007). Del mismo modo,
se ha descrito el papel de la cardiotrofina-1, una citoquina perteneciente a la
familia de la IL-6, como un factor de supervivencia de hepatocitos, que reduce
de forma eficiente el dafio hepatocelular en modelos animales de FHF (Bustos

y cols., 2003; Marqués y cols., 2007; Tuidn y cols., 2011).

A pesar de lo comentado, el TH constituye hoy en dia el unico
tratamiento curativo del FHF del hombre (Nevens y Laleman, 2012). Suele
realizarse el TH ortotdpico, solo se han descrito algunos casos de trasplante de
higado heterotopico. Mas del 12% de los trasplantes que se realizan son
debidos a un FHF; los rangos de supervivencia de estos pacientes son de un
75-90% (O’Grady, 2005). La muerte cerebral preoperatoria o postoperatoria es
una importante causa de mortalidad que afecta sobre todo a los pacientes en
los que se asocia el FHF con la insuficiencia respiratoria aguda preoperatoria.
El principal requisito previo para el TH en los pacientes afectados de FHF es
llegar a un prondstico individual exacto, ya que esta decisién debe contemplar

la posibilidad de trasplantar a un paciente que no lo requiera porque podria
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tener una recuperacion espontanea y, consecuentemente, seria sometido a un
riesgo quirurgico y por inmunosupresion innecesario, o, por el contrario, no dar
la oportunidad de trasplante a alguien que no sobreviviria sin él. Esta decision
tienen que tomarla hepatdlogos con experiencia en pacientes afectos de FHF.
A pesar de los excelentes resultados obtenidos con el TH en el FHF, es preciso
tener precaucion por dos motivos esenciales. En primer lugar, se han apreciado
casos de recuperacion espontanea en pacientes comatosos en los que se
habia decidido el TH, pero que no se habia llevado a cabo por falta de donante.
Estas recuperaciones inesperadas hacen imposible asegurar que algunos
pacientes pudieran haber evitado el trasplante. En segundo lugar, se
desconoce todavia el prondstico a largo plazo de la inmunosupresion
continuada, asi como el riesgo real de linfomas o neoplasias al cabo de 20 o
mas afnos en estos sujetos trasplantados. Probablemente, los criterios que mas
se adecuen a la seleccion de pacientes en nuestro medio, son los utilizados por

el King's College Hospital (O'Grady y cols., 1989).

Debido a la cada vez mayor demanda de 6rganos para el trasplante y la
escasez de éstos, se han desarrollado técnicas para mejorar su uso y para
emplear un mismo o6rgano entre dos receptores. Asi, se han mejorado las

técnicas de TH auxiliar, de higado dividido y TH de donante vivo relacionado.

El TH auxiliar consiste en que el I6bulo hepatico derecho o izquierdo del
higado del donante se trasplanta mientras que el higado nativo se mantiene en
su lugar. Cuando este higado se recupera del dano y se ha regenerado
completamente, el injerto puede extraerse o se puede cesar el tratamiento
inmunosupresor. De esta forma, se evita la inmunosupresién durante toda la

vida y la potencial toxicidad medicamentosa.

El trasplante de higado dividido consiste en que un higado puede ser
utilizado por dos receptores, generalmente adulto y nifio. El procedimiento
requiere dividir el higado en sus lobulos derecho e izquierdo. El TH de donante

vivo relacionado consiste en que uno de los padres cede al nifio el l6bulo
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izquierdo o el segmento lateral izquierdo de su higado. Este método permite
que el trasplante sea rapido y el érgano de gran calidad (McCarthy y Wilkinson,
1999; O’Grady, 2007).

En los ultimos afos se han desarrollado una serie de técnicas y
tratamientos tales como los sistemas artificiales de apoyo hepatico, o el
trasplante de hepatocitos, que es menos invasiva y puede efectuarse repetidas
veces, siendo una alternativa al trasplante total del érgano (Bilir y cols., 2000;
Nguyen y Vierling, 2011). En numerosos estudios previos los hepatocitos
aislados de higados de cadaveres fueron infundidos a pacientes afectados de
FHF a la arteria esplénica o a la vena porta mejorando tanto los niveles de

amonio como el TP (Bilir y cols., 2000).

Los sistemas de apoyo hepatico deben cumplir cuatro objetivos: 1)
mantener la funcion metabdlica del hepatocito, 2) estabilizar otros 6rganos
criticos, 3) disminuir las complicaciones extrahepaticas y 4) promover la
regeneracion hepatica. Se pueden clasificar segun su forma de actuar en

dispositivos fisico-quimicos, biolégicos y mixtos.

Los fisico-quimicos consisten en sistemas de hemoperfusién con
laminas de carbon activado cubierto de albumina al cual se le han agregado
resinas sintéticas neutras o de intercambio aniénico junto con geles de
agarosa. También se han desarrollado membranas de hemodialisis

modificadas con mayor permeabilidad.

Los biolégicos consisten en plasmaféresis de alto volumen o dispositivos
conteniendo hepatocitos aislados o componentes hepaticos. Existen dos
sistemas de soporte hepatico extracorporeo mixto donde se utiliza tejido
biolégico combinado con materiales no bioldgicos: el "HepatAssist TM 2000" y
el "Extrahepatic Liver-Assist Device". El primero utiliza hepatocitos de porcino y
el segundo una linea celular derivada de hepatoblastoma humano. Ambos

sistemas han demostrado mejorar los parametros clinicos y podrian ser
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utilizados como puente para el trasplante, pero aun son necesarios mas
estudios (Stadlbauer y cols., 2008).

Los dos sistemas de soporte que ofrecen en la actualidad los mejores
resultados son el MARS (Molecular Adsorbent Recirculating System) (Stange y
cols., 1999) y el Prometheus (Fractionated Plasma Separation, Adsorption and
Dialysis) (Rifai y cols., 2003). MARS destoxifica a través de una membrana con
albumina humana exdégena y Prometheus hace pasar el plasma por dos
columnas encargadas de la detoxificacion, ambas constan de un circuito de
dialisis convencional (Hessel y cols., 2010; Nevens y Laleman, 2012). Sin
embargo, son necesarios mas datos clinicos que puedan avalar su eficacia en

pacientes con FHF (Rademacher y cols., 2011).

2.1.7 Modelos animales de fallo hepatico fulminante

Existen pocas condiciones en medicina que sean mas graves Yy
desalentadoras que el FHF. Tanto el conocimiento como el tratamiento de este
sindrome han estado limitados por la falta de modelos animales satisfactorios.
Asi han sido muchos los intentos de desarrollar un modelo adecuado y
reproducible utilizando una gran variedad de especies y de modalidades, desde
los modelos inducidos por manipulacion quirurgica, entre los que se incluyen la
isquemia hepatica, la hepatectomia completa y la utilizacion de sustancias
hepatotoxicas tales como el acetaminofeno, azoximetano, concanavalina A,
sulfoximina butionina, galactosamina y anatoxina-endotoxina, entre otras. Sin
embargo, hasta el momento actual no se ha descrito un modelo sencillo que
refleje de modo idéneo el patron de la enfermedad humana de FHF y los que

se utilizan presentan limitaciones importantes (Tuidn y cols., 2007).

El modelo ideal deberia presentar criterios clinicos y bioquimicos bien
definidos que, como los criterios prondsticos del King College para el FHF

(O’Grady y cols., 1989) sean capaces de lograr una estimacién acertada de
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prognosis. Sin embargo, hasta la fecha ninguno de los modelos desarrollados
cumple estas premisas. Ademas los criterios clinicos y bioquimicos utilizados
para indicar la existencia del FHF y las dificultades que supone la investigacion
en pacientes, hacen que los modelos animales tengan un papel fundamental en

los estudios futuros.

Un modelo ideal de FHF, segun criterios ampliamente reconocidos por la
comunidad cientifica, deberia cumplir una serie de requerimientos entre los que
se incluyen: que el modelo pueda ser reversible en el sentido de que algunos
animales puedan sobrevivir al proceso si se utiliza un tratamiento adecuado y
que los resultados obtenidos deben ser reproducibles, esto es, conducir a la
muerte en un periodo de tiempo determinado y que la extension del dafio
hepatico pueda ser medible y estandarizarle. Ademas, la muerte debe
producirse por fallo hepatico, es decir, los acontecimientos producidos tras el
dafio tienen que reflejar el patrén clinico tipico del hombre y la muerte debe ser
el resultado directo del dafo producido al higado; por consiguiente, los
animales no tratados deberian morir con signos de fallo hepatico progresivo en
un periodo de tiempo conocido. Ademas, el animal debe ser de un tamafio
suficiente como para permitir una adecuada toma seriada de muestras
sanguineas y de diversos tejidos mientras se llevan a cabo los tratamientos
adecuados. Y, finalmente, todos los métodos utilizados deben presentar el
menor riesgo para las personas involucradas en los estudios (Terblanche y
Hickman, 1991).

2.1.7.1 Modelos quirtrgicos

Los modelos quirurgicos de FHF pueden ser clasificados en tres
categorias: la hepatectomia (total o parcial), la desvascularizacion (total o

parcial) y aquellos que resultan de la combinacién de los dos anteriores.
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2.1.7.1.1 Hepatectomia total y parcial

Los modelos quirurgicos de eliminacion total y/o parcial del higado se
han desarrollado con éxito en diversas especies animales después del primer
intento realizado en perros (Mann, 1921). En cerdos se describid6 un modelo
potencialmente reversible, que combina la hepatectomia parcial (HP) (70%) con
la derivacion portocava y produce la muerte por FHF después de un periodo de
tiempo suficientemente largo como para permitir estudios sobre soportes
hepaticos; el animal es de tamafo adecuado y la técnica no presenta peligro

(Filipponi y cols., 1991, Fukueda y cols., 2006).

Se ha podido establecer en ratas que una reseccion del 95% del higado
es un buen modelo de FHF (He y cols., 2003) mientras que en ratones una
hepatectomia de menos del 90% es el limite de seguridad como modelo de
estudio de regeneracion hepatica, ya que por encima de dicho valor se

encuentra en un nivel de fallo hepatico mortal (Makino y cols., 2005).

La hepatectomia total del higado presenta los inconvenientes de la
ausencia de productos derivados de la necrosis hepatica y transmisores de
senales fundamentales en el mecanismo patogénico del fallo hepatico. Por otro
lado, sus ventajas se limitan a la reproductibilidad y a su utilidad para el estudio
de diversos soportes artificiales in vivo en ausencia de los productos tdxicos
eliminados o producidos por el higado dafado. A pesar de los inconvenientes
resefados la hepatectomia se ha utilizado en ratas para estudios de
regeneracion hepatica (Eguchi y cols., 1996; 1997) y en cerdos como modelo
reproducible para comprobar la eficacia y funcion de diversos sistemas

temporales de soportes hepaticos (Tufdn y cols., 2007).

Se ha podido demostrar en ratas sometidas a diversos grados de HP,
mediante el analisis de ADN, que el FHF inducido es consecuencia tanto del
incremento de la apoptosis como de la disminucion de la regeneracion hepatica
(Morita y cols., 2002).
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2.1.7.1.2 Desvascularizacién

La desvascularizacion completa del higado se ha utilizado con éxito para
inducir un fallo hepatico reproducible en cerdos que pueda ser utilizable para el
estudio de diversos sistemas de soportes hepaticos artificiales y/o bioartificiales
(Sen y cols., 2006) o para la constatacion del efecto de sustancias

antioxidantes tales como la N-acetilcisteina (Ytrebo y cols., 2001).

Para comprobar la eficacia de diversos sistemas de soporte tanto
artificiales como bioartificiales se utilizan con frecuencia animales como el
cerdo al que se le induce un fallo hepatico mediante la isquemia del érgano por
derivacion portocava y ligadura de la arteria hepatica (Nakazawa y cols., 2002)

o mediante desvascularizacion total (Ytrebo y cols., 2001).

También se ha utilizado un modelo de FHF en perros mediante una
derivacién portocava combinada con la ligadura del conducto biliar para
comprobar un nuevo sistema de higado bioartificial mediante la inoculacién de
hepatocitos porcinos en biorreactores, asi como un modelo porcino en el que
se combina una reseccion del 75-80% del higado después de un periodo de

isquemia (Ladurner y cols., 2005).

En estudios realizados sobre los dos tipos de modelos quirurgicos de
FHF, se puso de manifiesto que la desvascularizacién parece mas util para
estudiar el desarrollo y tratamiento del FHF causado por la isquemia y sus
efectos secundarios, mientras que la HP parece superior en la investigacion del
estatus de la falta del higado y el tratamiento del FHF mediante sistemas de

soportes hepaticos bioartificiales (Tufidén y cols., 2007).
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2.1.7.2 Modelos inducidos por sustancias quimicas

El uso de agentes quimicos tales como el acetaminofeno, sulfoxinina
butionina o galactosamina, aunque en algunos casos pueden reproducir un
numero de importantes caracteristicas clinicas tales como la hipoglucemia,
encefalopatia y aumento de enzimas hepaticas, requieren la administracion
repetida, una monitorizacion estrecha de sus concentraciones o una terapia de
soporte y existen un gran numero de factores que pueden causar variabilidad
entre distintos experimentos. Ademas, la constatacion de hipertension
intracraneal, una de las caracteristicas principales del FHF en el hombre, no
siempre se produce y, en otros casos, tampoco se ha demostrado el aumento
de las toxinas implicadas en la EH y el edema cerebral del FHF del hombre. A
pesar de ello las sustancias quimicas hepatotdxicas se han utilizado y se usan

con frecuencia como modelo de FHF.

El acetaminofeno (paracetamol) es un farmaco de uso comun que puede
causar dano hepatico. Recientes estudios proponen que la apoptosis juega un
papel clave en la induccion de fallo hepatico por acetaminofeno (Ferret y cols.,
2001). Sin embargo, los resultados de numerosos estudios en modelos
animales en los que se utiliza el acetaminofeno para inducir fallo hepatico
agudo reflejan resultados no muy homogéneos debido a la existencia de
importantes variaciones en el metabolismo hepatico de destoxificacion del
farmaco relacionadas con la especie y con la edad (Rahman y cols., 2002).
Otros aspectos importantes, que no se han estandarizado en estos modelos y
que conllevan resultados diferentes, son la dosis 6ptima del farmaco y la via de

administracion.

La D-galactosamina es una sustancia que es metabolizada por la via de
la galactosa en el higado, que produce graves alteraciones en el metabolismo
del ARN de los hepatocitos, y, finalmente la necrosis hepatica por lo que se ha
utilizado para desarrollar modelos de FHF (Newsome y cols., 2000). Los

resultados obtenidos no son muy homogéneos, el intervalo entre el dafio

32



Revisién bibliogréfica

infringido a los animales y la muerte presenta muy poca uniformidad, es un
producto caro para emplearlo en grandes animales y finalmente carece de

inocuidad (Rahman y Hodgson, 2000).

El tetraclururo de carbono ha sido ampliamente utilizado como inductor
de dano hepatico crénico, especialmente como modelo de cirrosis hepatica
primaria (Pavanato y cols., 2003). Ahora bien, como agente inductor de FHF su
uso ha sido muy restringido por ser muy poco reproducible y muy variable

interespecificamente (Rahman y Hodgson, 2000, TufAdn y cols., 2007).

2.1.7.3 Modelos viricos

A pesar de que la hepatitis virica es una de las causas mas importantes
de FHF, el uso de agentes infecciosos para desarrollar modelos animales de
FHF ha sido en general muy desafortunado (Khan y cols., 2006) y solamente
ratones transgénicos que sobreexpresan las proteinas del VHC o ratones
BALB/cj infectados con el MHV-3 han ofrecido alguna luz sobre los
mecanismos del FHF inducido por virus (Ando y cols., 1993; Ding y cols.,
1997). Sin embargo, estos modelos murinos tienen limitaciones significativas
en lo que hace referencia a la ausencia de medidas de la presion intracraneal,
la principal causa de muerte en el FHF humano, o en los datos sobre las
toxinas implicadas en la EH y el edema cerebral, ademas del pequefio tamafo
de los modelos que hacen imposible la prueba de nuevos sistemas de soporte
hepatico (Newsome y cols., 2000; Rahman y Hodgson, 2000; Tufidén y cols.,
2007).

Nuestro grupo ha descrito un modelo animal de FHF producido por la
infeccion experimental de conejos con el virus de la enfermedad hemorragica
del conejo (RHDV) (Tufdén y cols., 2003). En este modelo se reproducen los
parametros bioquimicos e histoldgicos y los signos clinicos mas representativos

del FHF del hombre. Se detecta un aumento significativo en las actividades
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plasmaticas de las transaminasas, lactato deshidrogenasa y la concentracion
de bilirrubina. Ademas, se produce un aumento en la concentracion plasmatica
de los aminoacidos aromaticos con una disminucion significativa del indice de

Fischer e hipoglucemia, al igual que en el FHF del hombre.

Los trastornos de la coagulaciéon observados en este modelo son la
disminucién de los factores V y VIl y la prolongacion del TP. En las ultimas
etapas de la enfermedad los animales presentan signos neurologicos de
encefalopatia hepatica, coma y muerte cerebral. Asimismo, se indican
incrementos significativos en la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS) y del TNF-a (Sanchez-Campos y cols., 2004) al igual que se
ha descrito en pacientes con FHF (Muto y cols., 1988). El TNF-a es un agente
que puede conducir tanto a la proliferacion celular como la apoptosis; su
sobreexpresion se relaciona tanto con el indice de apoptosis en el FHF como
con la regeneracion hepatica (Webber y cols., 1998). Por tanto, el conjunto de
analisis y observaciones recogidas en los animales infectados por el RHDV
refuerza su posible utilizaciéon para el estudio de la patogénesis y el tratamiento
del FHF, puesto que cumple la mayoria de los requisitos para ser considerado

un buen modelo de FHF (Belanger y Butterworth, 2005; Abrantes y cols., 2012).

2.1.8 La enfermedad hemorragica del conejo como modelo de fallo

hepatico fulminante

La enfermedad hemorragica del conejo (RHD, del inglés rabbit
haemorrhagic disease) es una enfermedad aguda, contagiosa y mortal tanto
para los conejos salvajes como domésticos europeos (Oryctolagus cuniculus),
con una tasa de mortalidad y morbilidad entre el 90 y el 100% en conejos

adultos.

La enfermedad fue identificada por primera vez en China en 1984 (Liu y

cols., 1984), tras la introduccion de conejos de Angora procedentes de
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Alemania. El agente que provoca la enfermedad se inscribe en el género
Lagovirus de la familia Caliciviridae (Ohlinger y cols., 1990; Meyers y cols.,
1991); dicho virus no se replica en ningun otro vertebrado (Gould y cols., 1997),
y no se ha sefalado hasta la fecha su transmisién al hombre, aun entre las

poblaciones mas expuestas al virus.

La RHD se caracteriza por una alta morbilidad y una mortalidad cercana
al 95% en los animales adultos, mientras que los gazapos menores de 8
semanas de edad son resistentes a la infeccion (Xu y Chen, 1989). Los conejos
mueren en un rango de tiempo definido, entre las 36 y las 54 horas
postinfeccion (pi) con signos clinicos caracteristicos de un FHF progresivo y

coma.

2.1.8.1 Etiologia

Después de afios de etiologia confusa, el virus responsable de la RHD
(RHDV) ha sido clasificado como un miembro del género Lagovirus, dentro de
la familia Caliciviridae (Parra y Prieto 1990; Ohlinger y cols., 1990; Green y
cols., 2000).

La unica especie receptiva es el conejo, aunque esta emparentado muy
estrechamente con el virus del Sindrome de la liebre parda europea, que
produce sintomas muy parecidos en la liebre (Fuchs y Weissenbock, 1992;
Lavazza y cols., 1996). Se han identificado muchas cepas que parecen circular
en las poblaciones de conejos salvajes, aunque solo se conoce un serotipo con

(1Pt}

dos subtipos principales: virus de la RHD y virus de la RHD subtipo “a”.

Es un virus ARN monocatenario de polaridad positiva, sin envuelta, con
una capside icosaédrica de 40 nm compuesta principalmente por una proteina
estructural de 60 kDa (VP60) (Granzow y cols., 1996; Abrantes y cols., 2012)
(Figura 3). Es estable en el medio ambiente, donde se disemina con facilidad.

Se elimina en heces y secreciones nasales de los conejos infectados. La
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infeccion se puede producir tanto por via oral como respiratoria, mediante

contacto directo animal-animal, o por medio del alimento o el agua.

Proteinaestructural

Poliproteina no estructural menor

] 1 VP1 H VP2 —e
5’ 3
Precursordela (PoliA)
capside proteica

Figura 3. Estructura del RHDV.

2.1.8.2 Patogenia

Tras la infeccion, el primer 6rgano en el que se detecta el virus es el
higado en el que origina una hepatitis primaria de naturaleza fulminante
caracterizada por necrosis focal. Asimismo, se produce dafio en el endotelio
vascular que origina la puesta en marcha de los mecanismos de la coagulacién
para su reparacion asi como de fibrinolisis, provocando el desarrollo de una
CID, lo que se plasma en la presencia de numerosos trombos de fibrina en los
vasos de pequeno calibre de muchos o6rganos, entre otros, el higado, riidn,
pulmén y cerebro. El consumo de los factores de la coagulacion junto con la
reduccion del numero de plaquetas y la prolongacion de los tiempos de
trombina y protrombina conduce a una peor coagulacion y a la presencia de
hemorragias en diferentes 6rganos. La CID puede ser responsable de la
muerte repentina de algunos animales y juega un papel muy importante en el
desarrollo de la enfermedad; si bien la grave necrosis hepatica seria el factor
determinante de la aparicion de la CID al inducir una condicion de
hipercoagulabilidad en la circulacién sistémica (Ueda y cols., 1992; Sanchez-

Campos y cols., 2004).

El sindrome hemorragico que se observa en los conejos es secundario a
la gran disminucion en la sintesis de los factores de la coagulacion en su forma

inactiva como consecuencia de la grave afectacion hepatica (Duff y cols.,
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1994). Este hecho es caracteristico de ciertas formas de hepatitis (“hepatitis
fulminantes”) humanas (hepatitis A, By E). De hecho, tanto en la RHD como en
el hombre con hepatitis E se presenta con frecuencia una CID que se ha
atribuido a la intervencion secundaria de endotoxinas bacterianas después de
la afectacién virica de los hepatocitos (Navascués y cols., 1994). Entre las
lesiones mas caracteristicas se observa una necrosis con acumulacion de
pigmentos y de hemosiderina en las células de Kupffer, lesiones que son
comparables a las observadas en las hepatitis A, B y E en el hombre (Carman
y cols., 1998).

En infecciones experimentales, el virus esta presente en los hepatocitos
desde periodos postinfeccién muy tempranos; a las 12 horas postinfeccién (hpi)
se localiza en un 0,03% de los hepatocitos, a las 18 hpi en un 3%, a las 24 hpi
en mas del 25% y en el periodo transcurrido entre las 36 y las 48 hpi se puede

encontrar en mas del 50 6 60% (Prieto y cols., 2000).

El cuadro clinico se corresponde con el de una EH como consecuencia
de la afectacion del sistema nervioso central por el fallo de la depuracion

hepatica.

Se ha descrito que en esta patologia existe un proceso de muerte celular
programada, y que la apoptosis es una constante en los animales infectados
con el virus de la RHD (Jung y cols., 2000; San Miguel y cols., 2006). EI
fendmeno afecta principalmente a los hepatocitos, pero también presentan
signos tipicos de apoptosis los macrofagos y las células endoteliales (Alonso y
cols., 1998). La apoptosis de los hepatocitos produce una destrucciéon
parenquimatosa extensa que causa una hepatitis fulminante que es
caracteristica de la RHD. Toda vez que las células apoptoticas son los lugares
de una aumentada actividad procoagulante, la apoptosis de estas poblaciones
celulares podria constituir el primer paso en la patogenia la CID y una via
comun a otras enfermedades hemorragicas viricas. Las células apoptoticas

pueden encontrarse en diversos tejidos de conejos infectados por el virus de la
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enfermedad hemorragica desde las 40 hpi, si bien se ve incrementada a partir

de las 70 hpi en conejos que mueren espontaneamente (Alonso y cols., 1998).

2.1.8.3 Cuadro clinico

La enfermedad puede evolucionar de forma sobreaguda, aguda,
subaguda o croénica. La forma de presentacion mas frecuente es la aguda. En
un brote, entre un 5 a un 10% de los animales presentan formas subagudas o

cronicas.

El periodo de incubacion oscila entre las 24 hasta como maximo las 72
horas, y la muerte puede presentarse en las 12-48 horas posteriores a la

repentina aparicion de varios signos clinicos.

La forma sobreaguda esta caracterizada por la muerte repentina de los
animales sin apenas signos previos. La forma aguda esta caracterizada por
signos clinicos compatibles con los de una EH. Se presentan signos generales
como anorexia, fiebre y signos de encefalopatia como apatia, insensibilidad al
medio circundante, postracién, decubito lateral, signos nerviosos (convulsiones,
contracciones, ataxia, paralisis posterior, pedaleo, opistétonos), signos
respiratorios (disnea, epistaxis o descarga muco-hemorragica nasal), signos
oculares y hemorragias por aberturas corporales, antes de la muerte. Los
animales que se recuperan de la forma aguda a veces muestran ictericia grave,
sobreviniéndoles la muerte a las pocas horas (Xu y Chen, 1989). En los
estadios finales de la enfermedad los animales aparecen con una gran
postracion e insensibles a estimulos externos. Dicha postracion se acomparia
de episodios convulsivos, en los que el animal, que normalmente se encuentra
en esta fase en una reaccion postural anormal, apoyado sobre un costado, es
capaz de elevarse del suelo de la jaula acompafando en ocasiones dicho
movimiento de un fuerte chillido. También se observa en algunos animales

ataxia y paralisis del tercio posterior cuando se intenta colocarlos en una
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postura natural (Arguello y cols., 1988). Todas estas manifestaciones clinicas
indican la existencia de una afectacion del sistema nervioso central. La muerte
subita se produce como consecuencia de un fallo multiple pluriorganico
derivado del edema y de la congestidon pulmonar, necrosis adrenocortical,

desordenes circulatorios, renales y necrosis hepatica.

La forma subaguda se caracteriza por signos clinicos similares a los de
la forma aguda pero de naturaleza mas moderada y de mas largo tiempo de

evolucion.

Finalmente en la forma crénica los animales que sobreviven a la
enfermedad muestran hipertermia, depresion y anorexia transitoria vy

seroconvierten entre los 4 y 6 dias postinfeccion.

2.1.8.4 Lesiones

2.1.8.4.1 Macroscopicas

Las lesiones observadas en los animales son variables y pueden ser, en
ocasiones, no muy evidentes. La necrosis hepatica, la esplenomegalia, junto
con una coagulopatia que origina la presencia de hemorragias generalizadas,

son las lesiones mas frecuentes.

Al realizar la necropsia, las lesiones mas destacables se presentan en el
higado, traquea, rifiones y pulmones, acompafadas de claros signos de retraso
en la coagulacién sanguinea, asi como de la presencia de abundantes
hemorragias en forma de petequias y equimosis en la mayor parte de los
organos. En un elevado numero de casos se observa esplenomegalia y
tumefaccion y hemorragias en el timo; mientras que, sélo en algunos animales
es detectable la presencia de ictericia. Cuando la necropsia se realiza en
hembras en gestacion muertas por la enfermedad es frecuente la presencia de

abundantes hemorragias en los fetos y en el ttero.
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Las lesiones mas frecuentes se localizan en el higado que siempre esta
afectado. En las formas de presentacion aguda, el higado esta hipertrofiado,
friable y tiene una coloracion gris-amarillenta; mientras que, en las formas
sobreagudas el higado esta hipertrofiado, presenta una superficie oscurecida y
un dibujo lobulillar muy marcado (Marcato y cols., 1991). Los pulmones
presentan un aspecto claramente edematoso y congestivo, salpicandose de un
namero variable de hemorragias en todos sus Iébulos, puntiformes en las
formas sobreagudas y de tamanos variables en las formas de presentacion
aguda. La traquea muestra una mucosa muy congestiva y hemorragica, y con
frecuencia esta repleta de un exudado espumoso sanguinolento, como

consecuencia del edema pulmonar.

2.1.8.4.2 Microscopicas

El higado es el 6rgano mas afectado, mostrando en la mayor parte de
los casos evidentes signos de necrosis aguda multifocal y una rapida
exudacion leucocitaria (hepatitis aguda necrética). La necrosis muestra una
condensacion aciddfila (degeneracién aciddfila subcutanea, ocasionalmente
con la formacién de cuerpos de Councilman) o lisis citoplasmatica (Mikami y
cols., 1999). Los focos necréticos en muchas ocasiones pueden confluir y
formar extensas areas de necrosis local, principalmente en la periferia de los
I6bulos. Dentro de los pequefios focos necroticos se observan a menudo

microtrombos intrasinusoidales.

Otras lesiones hepaticas son las debidas a fendbmenos de apoptosis,
degeneracion hidropica, rotura citoplasmatica, esteatosis microvascular,
binucleaciéon, megalocitosis de los hepatocitos y depdsito de pigmentos y/o
depdsitos de hierro. De forma mas infrecuente se observa una moderada
fibrosis periportal (Marcato y cols., 1991). Se constata asimismo, la presencia

de pequenos focos diseminados de hemorragias intralobulares.
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En la traquea y en los pulmones se observan lesiones edematosas y
congestivas asociadas a menudo a la presencia de hemorragias vy
microtrombos en los capilares. En el resto de los 6rganos y tejidos es frecuente
observar fenobmenos de cariorrexis del tejido linfoide (bazo, timo, ganglios,
placas de Peyer...) y microtrombos, siendo estos ultimos muy frecuentes en los

capilares de los glomérulos renales (Rosell y cols., 2002).

2.2 Mecanismos moleculares del FHF
2.2.1 Estrés oxidativo

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero solo el 95%
del que consumimos sigue la ruta fisiolégica en condiciones normales, el resto
experimenta sucesivas reducciones donde se generan moléculas altamente
téxicas denominadas especies reactivas del oxigeno (EROs). En condiciones
normales el oxigeno se encuentra en su forma mas estable, O;; en esta forma
es poco reactivo, con una velocidad de reaccion a temperatura fisioldgica baja.
Sin embargo, por reacciones puramente quimicas, o acciones enzimaticas o
por efecto de radiaciones ionizantes se pueden producir una serie de especies
reactivas, prooxidantes o RL (altamente reactivos) que son capaces de dar
lugar a multiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo y

producir dafio celular (Halliwell, 2000).

Bajo condiciones fisiolégicas estos RL se generan en un 15, 45, 35y 5%
en las mitocondrias, microsomas, peroxisomas y compartimento citosolico,
respectivamente (Chance y cols., 1979). Aunque en las mitocondrias hepaticas
se genera aproximadamente el 15% de los RL, esta cantidad es pequena
comparada con la cantidad de oxigeno utilizado en este organulo, lo cual indica
la presencia de un potente mecanismo que inhibe la formaciéon de dichos
radicales. Los radicales superéxido (O2) se forman predominantemente en el

complejo | y en el complejo Il de la cadena respiratoria (Turrens y cols., 1985).
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El término EROs es un término colectivo que incluye RL y ciertas especies no

radicales que son oxidantes y/o se convierten facilmente en RL.

El equilibrio oxidativo del organismo humano es esencial para la
regulacion metabdlica, la produccion de energia, la activacion o inactivacion de
moléculas, la transduccién de sefales, el recambio celular y el control del tono
vascular entre otros. Si este balance entre los sistemas oxidantes y los
antioxidantes se desequilibran a favor de los primeros, por la produccién
excesiva de EROs y de especies reactivas del nitrégeno, junto con el
debilitamiento de los sistemas antioxidantes induce una situacion conocida

como estrés oxidativo (Slater, 1984).

Un RL es una molécula o un fragmento de una molécula que contiene
uno o mas electrones desapareados en un orbital externo (Pryor, 1986),
dandole una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Esta
inestabilidad lo hace extraordinariamente reactivo y de vida efimera, con una
enorme capacidad para combinarse inespecificamente en la mayoria de los
casos, con una gran diversidad de moléculas integrantes de estructura celular:
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de
ellos (Gutteridge y Halliwell, 1989).
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Radical libre /

Figura 4. Estrés oxidativo causado por los radicales libres.

El daino celular que pueden causar los RL se traduce en peroxidacion
lipidica, inactivacion enzimatica, alteraciones del estado de oxido-reduccion
intracelular y dano en el ADN (Slater y cols., 1987) (Figura 4). Ante la presencia
de RL, el organismo debe neutralizarlos y defenderse, para asi evitar la lesion
de los tejidos. El problema aparece cuando la concentracion de estos RL es
muy elevada, ya que si se encuentran presentes en el organismo en cantidades
adecuadas aportan algunos beneficios tales como: la lucha contra bacterias y
virus, regulacion de la estructura y funcion de las proteinas, o el control del tono
muscular (Ji, 1993).

2.2.2 Defensas antioxidantes

Las células de los mamiferos poseen sistemas de defensa antioxidante,
tanto de naturaleza enzimatica como no enzimatica, para hacer frente a los RL.

Esta defensa antioxidante incluye a varios componentes, tanto enddégenos
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como exdgenos en origen, que funcionan de forma interactiva y sinérgica para

neutralizar los RL (Jacob y Burri, 1996).

a)

Actividades superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa

(GST) que catalizan reacciones de neutralizacion de RL.

Proteinas y péptidos que se unen a metales pesados, como la
ferritina, lactoferrina, albumina y ceruloplasmina, que secuestran al
hierro libre y al cobre, los cuales son capaces de catalizar reacciones
de oxidacion. El tripéptido glutation es el principal compuesto no

enzimatico de defensa antioxidante.

Antioxidantes derivados de nutrientes como el acido ascoérbico
(vitamina C), tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E), carotenoides y
otros compuestos de bajo peso molecular como el acido lipoico. La
vitamina C es considerada como el antioxidante hidrosoluble mas
importante de los liquidos extracelulares y es capaz de neutralizar las
EROs en la fase acuosa antes de que éstas inicien la peroxidacién
lipidica. La vitamina E, es el mayor antioxidante liposoluble, siendo
realmente efectivo en la proteccion de las membranas celulares. Los
betacarotenos y otros carotenoides, también aportan proteccion
antioxidante en tejidos ricos en lipidos, actuando de forma sinérgica

junto a la vitamina E.

Numerosos fitonutrientes antioxidantes presentes en una amplia

variedad de comidas vegetales, como son los flavonoides.

2.2.2.1 Glutation

El glutation es el compuesto tiol no proteico mas abundante de las

células de mamiferos, microorganismos y de la mayoria de las plantas. Es un
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tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) con dos aminoacidos, glutamato y
glicina, los cuales determinan su disposicion, y otro aminoacido, la cisteina que
es responsable de sus funciones. El glutation esta presente en casi todas las
células de los animales, aunque predominantemente en el tejido hepatico
(Hammond y cols., 2001). Su molécula posee dos caracteristicas
fundamentales: por un lado un enlace y-glutamilo y por otro un grupo tiol (SH),
grupo que lo hace extraordinariamente reactivo para las sustancias tdxicas, o
no, naturales o exégenas a la célula e incluso consigo mismo (Meister y
Anderson, 1983). Puede encontrarse en dos formas segun su estado de 6xido-
reduccion: como GSH o glutatién reducido, o como GSSG o glutatiéon oxidado.
El GSH desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas, una de
ellas es la de proteger a la célula contra los RL, los peréxidos y otros
compuestos toéxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo de las
radiaciones. EI GSH puede reaccionar directamente con los RL, sin necesidad
de intervencién enzimatica, o bien por medio de la GPx, enzima clave del ciclo
redox del glutation. Cuando se produce una agresion oxidativa, el GSH se
oxida a GSSG por medio de la reaccidon catalizada por la GPx. EI GSSG
formado es inmediatamente reducido a GSH por medio de la enzima GR. La
GR requiere NADPH como cofactor, que sera suministrado por la glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa (Figura 5). Tanto la GPx como la GR se hallan
predominantemente en el citosol, existiendo también cierta actividad en la

mitocondria.

H,0, 2GSH NADP*

H,0 GSSG NADPH

Figura 5. Ciclo de oxido-reduccién del glutation.
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Las células eucariotas tienen cuatro reservorios principales de glutation.
Casi el 90% del GSH celular se encuentra en el citosol, el 10% en la
mitocondria y un pequefio porcentaje en el reticulo endoplasmico y en el nucleo
(Lu, 1999; Masella y cols., 2005).

El GSH es sintetizado a partir de L-glutamato, L-cisteina y L-arginina por
la accidn consecutiva de la y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS) y la glutation
sintetasa en dos reacciones dependientes de ATP (Huang y cols., 1988; Lu,
1999). Si bien el glutation es sintetizado en el interior de la célula, su
degradacion tiene lugar fuera de la misma. Las enzimas responsables de la
degradacion del GSH son la glutamiltranspeptidasa (y-GT) y diversas
peptidasas, que son proteinas unidas a la membrana que se localizan en la
superficie apical de las células epiteliales. Tras el catabolismo del glutation se
forman los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina, que pueden ser
reabsorbidos al interior de la célula para volver a sintetizar GSH (Paolicchi y
cols., 2002; Lu, 2009).

Cuando un tejido se expone a una gran cantidad de RL, puede no ser
capaz de mantener la relacion entre ambas formas de glutation y se acumula el
GSSG. Esto provoca una alteracion del estado de éxido-reduccién intracelular,
inactivacion de enzimas que poseen uno o0 mas grupos SH en sus sitios activos
y la formaciéon de enlaces disulfuro inter o intramoleculares (Lieber y cols.,
1990). En determinadas circunstancias, la capacidad para reducir el GSSG
puede estar disminuida, acumulandose éste en el interior de la célula, por lo
que se activan los sistemas de transporte para su expulsion (Lauterburg y cols.,
1984).

El GSH es el principal tiol intracelular antioxidante, y como tal, participa
en un gran numero de funciones defensivas. Ahora bien, tiene ademas otras

funciones:

1) La destoxificacion de xenobidticos (como el bromobenceno o el

acetaminofeno) o sus metabolitos. Estos compuestos son electrdéfilos y forman
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conjugados con el GSH de forma espontanea o mediante la accion de la
enzima GST. Los conjugados formados son excretados desde la célula y, en el

caso de los hepatocitos, a la bilis (Dickinson y Forman, 2002a).

2) El GSH interviene en el mantenimiento del estado tiol de las
proteinas para evitar la oxidacion de los grupos SH (Dickinson y Forman,
2002a).

El equilibrio GSSG/GSH regula un gran numero de procesos
metabdlicos celulares que incluyen la actividad de diversas enzimas,
actividades de transporte, y de expresion de genes mediante la alteracion de

los factores de transcripcién (Dickinson y Forman, 2002b).

3) El H,O, endégeno es reducido por el GSH en presencia de la GPx
dependiente de selenio. Como resultado, el GSH es oxidado a GSSG, que es a
su vez reducido a GSH por la GR a expensas de NADPH, formando un ciclo de
oxido-reduccion. Tanto la GPx como la GST pueden reducir perdxidos
organicos. El H,O, también puede ser reducido por la CAT, que esta presente

en los peroxisomas (Mates y cols., 1999).

4) Una de las funciones mas importantes del glutation es la de servir
de almacenamiento de la cisteina, ya que este aminoacido es extremadamente
inestable fuera de la célula y de forma rapida se autooxida a cistina, en un
proceso con potencial formacion de EROs. El ciclo del y-glutamilo, permite que

el GSH sirva como una fuente continua de cisteina (Orlowski y Meister., 1970).

5) Son también funciones importantes del GSH, la modulacién de
procesos celulares fundamentales como la sintesis de ADN, mecanismos
relacionados con los microtubulos y funciones inmunoldgicas (Dickinson y
Forman, 2002b); y también interviene en la espermatogénesis y la maduracion

de los espermatozoides (Sies, 1999).
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6) El GSH es esencial para la conversién catalizada por la
endoperoxido isomerasa, de prostaglandina H2 a prostaglandinas D2 y E2 (Lu,
1999).

2.2.2.2 El factor Nrf2 y las enzimas antioxidantes

El factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) regula la
expresion inducible de numerosos genes de enzimas destoxificantes vy
antioxidantes, mediante su unién a una secuencia especifica del ADN conocida
como elemento de respuesta antioxidante (ARE, de sus siglas en inglés:
"Antioxidant Response Element"), que puede ser activada por diversos
compuestos oxidantes y/o electréfilos de naturaleza quimica muy diversa (Li y
Kong, 2009). En condiciones normales el Nrf2 se encuentra en el citosol
inhibido por la proteina represora-1 asociada a ECH (Keap1), dicha unién
fomenta la permanente degradacién de Nrf2 por el proteosoma (Sun y cols.,
2007). Se ha sugerido que el sistema Nrf2-Keap1 contribuye a la proteccion
contra varias patologias como el cancer, la toxicidad hepatica y la inflamacién

entre otras (Sriram y cols., 2009; Sugimoto y cols., 2010).
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Figura 6. Via de sefnalizacion del factor de transcripcion Nrf2.

La actividad del Nrf2 puede ser modulada también por modificaciones
post-traduccionales, como pueden ser fosforilaciones en serinas y treoninas por
diversas quinasas como PI3K, PKC, JNK y ERK, fosforilaciones que parecen

facilitar la disociacion del complejo Nrf2-Keap1 (Figura 6).

2.2.2.3 Importancia del estrés oxidativo en el FHF

El estrés oxidativo esta implicado en la patogenia de un gran numero de
enfermedades hepaticas como las hepatitis viricas o la toxicidad inducida por
drogas. Existen evidencias en modelos animales que ponen de manifiesto la
implicaciéon del estrés oxidativo y de los RL en patofisiologia del FHF (Bernal y
cols., 2010). Los propios hepatocitos que mueren pueden ser una fuente de

estrés oxidativo, aumentando tanto la apoptosis como la necrosis de mas
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hepatocitos y resultando en un circulo vicioso. La sobreproduccién de EROs
junto con una disminucion de las defensas antioxidantes contribuyen al

desarrollo y la progresiéon del FHF (San Miguel y cols., 2006).

Ademas, el higado contiene las concentraciones de GSH mas
importantes del organismo y es unico en dos aspectos en lo que se refiere a la
sintesis de GSH (DelLeve y Kaplowitz., 1990; 1991). En primer lugar, el
hepatocito es el unico capaz de convertir la metionina en cisteina a través de la
via de la transulfuracién, y en segundo lugar, la tasa de biosintesis de GSH en
el hepatocito esta regulada por su tasa de transporte al plasma, la bilis y la
mitocondria por medio de diferentes sistemas transportadores (Sies y cols.,
1978; Ookhtens y Kaplowitz, 1998).

2.2.3 Lainflamacion

La inflamacion es un mecanismo homeostatico que se desencadena
ante una agresion en un tejido vascularizado. Tiene como finalidad la
reparacion de la lesion tisular y la eliminacion de las células y tejidos necréticos
(Bataller y Brenner, 2005). La inflamacion es pues un proceso clave en la
progresion de diversas enfermedades como el cancer, el asma, la enfermedad

inflamatoria intestinal o las enfermedades hepaticas cronicas.

La inflamacién esta dirigida por mediadores bioquimicos que pueden
circular en el plasma (mediadores sistémicos o plasmaticos) o pueden ser
producidos en el propio tejido afectado (mediadores locales) (Bataller y
Brenner, 2005). En las enfermedades hepaticas, los primeros son sintetizados
por el higado y necesitan ser activados para ejercer su funciéon y los segundos
pueden estar preformados y almacenados en granulos dentro de las células

(especialmente mastocitos, baséfilos o neutréfilos) o sintetizados de novo.
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En su conjunto, los mediadores de la inflamacion son responsables de
los cambios locales que se producen en el tejido inflamado. Su funcién es la de
facilitar la entrada de células inflamatorias al foco de la lesién y la entrada de
proteinas plasmaticas al tejido danado. Dichos mediadores promueven
mecanismos especificos como la vasodilatacion, el aumento de Ila
permeabilidad vascular, el incremento de la viscosidad de la sangre, la

quimiotaxis y la transmigracion de células inflamatorias.

Las citoquinas son unos de los mediadores clave de la inflamacion.
Ademas de modular la respuesta inflamatoria, tienen la capacidad de regular
otros procesos biolégicos como la muerte celular, la angiogénesis, la fibrosis y
la regeneracion tisular. Las citoquinas son un extenso grupo de proteinas
formado por varias familias: interleucinas (IL), interferones (IFN), miembros de
la familia del TNF, quimiocinas y factores de crecimiento (Bataller y cols., 2000)
(Figura 7). Las citoquinas pueden ser proinflamatorias (como la IL-1 o el TNF-a)
o antiinflamatorias (como la IL-4 o la IL-10). Las citoquinas modulan la
respuesta inflamatoria local a la vez que pueden ejercer efectos sistémicos
como la inhibicién del apetito o la fiebre (Bataller y cols., 2003; Bataller y
Brenner, 2005).
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Interleucinas

(IL-1, IL-10, etc)
Interferones Factores de cecimiento
(IFN-a, IFN-B, IFN-y, etc) (EGF, CTGF, VEGF, TGF-B, etc)
Citoquinas
Quimiocinas Familia del TNF-a
(GRO-a, MCP-1, RANTES, etc) (TNF-a, TWEAK, etc)

Figura 7. Grupos de citoquinas proinflamatorias.

2.2.3.1 Lainflamacion hepdtica

Debido a su funcion y situacidbn anatémica, el higado esta
constantemente expuesto a agresiones que pueden inducir inflamacion. Es por
ello que ha desarrollado numerosos mecanismos de defensa como la presencia
de una elevado numero de macrofagos residentes (células de Kupffer) (Saile y
Ramadori, 2007), una elevada concentracién de moléculas antioxidantes como
el glutatiéon (Schuppan y cols., 2003; Reuben, 2008) y una alta capacidad de
regeneracion (Marra y cols., 2005). Ante ciertas agresiones, estos mecanismos
de defensa pueden ser insuficientes, lo que conduciria a un aumento de la
muerte de los hepatocitos y la consiguiente respuesta inflamatoria (Pinzani y
Marra, 2001).

La inflamacién es un hallazgo comun en la mayoria de enfermedades

cronicas del higado. Las causas mas frecuentes de inflamacion hepatica en

52



Revisién bibliogréfica

Espana son la infeccion por VHC y el consumo excesivo de alcohol (Bataller y

cols., 2005), aunque existen otras causas (Tabla 1).

Etiologia Ejemplos
Virus de la hepatitis: A,B,C,DyE
Virica Otros virus hepatotropos (Epstein-Barr, varicela-zoster,
citomegalovirus, etc)
Consumo abusivo de alcohol
Toxica Farmacos (paracetamol, metotrexato, anestésicos, etc)
Abuso de drogas
o Hepatitis autoinmune
Inmunitaria
Rechazo de higado trasplantado
Enfermedad de Wilson
Genética Hemocromatosis

Glucogenosis

Alteraciones biliares

Obstruccion del conducto biliar
Cirrosis biliar primaria

Fiebre tifoidea

Bacteriana .
Tuberculosis
Parasitaria Esquistosomiasis
Alteraciones

circulatorias

Hepatitis isquémica

Nutricional

Obesidad (esteatohepatitis no alcohdlica, NASH)

Tabla 1. Diferentes etiologias de la inflamacion hepatica.

El pronédstico de la inflamacion hepatica es muy diferente segun la

etiologia. La inflamaciéon se denomina aguda si se resuelve en un corto periodo

de tiempo, y cronica si se mantiene durante afos. Dentro de la hepatitis aguda,

ésta se puede clasificar en autolimitada y grave. La infeccion por VHA es un

ejemplo de hepatitis aguda autolimitada, ya que generalmente se resuelve
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rapidamente y no suele presentar complicaciones clinicas. Sin embargo, la
inflamacion aguda producida por algunos toxicos o por el VHB, pude dar lugar
a una hepatitis grave y asociarse a insuficiencia hepatica (Bataller y cols.,
2003).

Cuando la hepatitis se cronifica suele desarrollarse fibrosis, que consiste
en el acumulo de matriz extracelular (MEC), principalmente colageno. Esta
puede evolucionar hasta cirrosis en algunos pacientes. La cirrosis implica un

mayor riesgo de desarrollar cancer hepatocelular.

Las células involucradas en la respuesta inflamatoria del higado se
pueden clasificar en dos grupos: células residentes en el higado
(principalmente hepatocitos, células estrelladas (HSC), células endoteliales y
células de Kupffer) y células circulantes del sistema inmunitario que infiltran el

higado.

La respuesta inflamatoria del higado suele iniciarse cuando los
hepatocitos son dafados. Estos participan en la inflamacion liberando
citoquinas y EROs. Estos primeros mediadores inflamatorios, la muerte de los
hepatocitos y las propias moléculas causantes del dafo, inducen la activacion
del resto de células hepaticas y el reclutamiento de leucocitos del torrente
sanguineo. El papel de las células endoteliales en la inflamacion hepatica
consiste en incrementar la expresion de quimiocinas que promueven la
atraccion y migracion de leucocitos del torrente sanguineo (Eng y Friedman,
2001). Las moléculas que participan en la activaciéon de las HSC derivan
principalmente de las células de Kupffer y del infiltrado inflamatorio. La
activacion de las HSC consiste en un cambio fenotipico que se asocia a la
adquisicion de funciones profibrogénicas y proinflamatorias. Aunque estas
células son especialmente importantes en el proceso de fibrogénesis hepatica,
también juegan un papel importante en el inicio del dafio hepatico, ya que

secretan diversos mediadores inflamatorios y expresan moléculas de adhesién
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(Eng y Friedman, 2001). De manera similar las células de Kupffer activadas

secretan mediadores inflamatorios como EROs, citoquinas y eicosanoides.

Como se ha explicado anteriormente, las células del sistema inmunitario
también juegan un papel importante en la inflamacion hepatica. El sistema
inmunitario se divide en dos: innato y adaptativo. La inmunidad innata es la
respuesta rapida, inicial y no especifica a estimulos dafinos (patdégenos, estrés
oxidativo, células malignas). El sistema inmunitario adaptativo es la respuesta
tardia (necesita dias para su activacion) y especifica contra un antigeno

determinado (Bataller y cols., 2003).

Ante una lesion en el higado algunas células circulantes del sistema
inmunitario son atraidas hacia el foco de la inflamacién mediante los
mediadores quimioatrayentes. De manera simplificada, las células del sistema
inmunitario participan en la inflamacidon mediante la secrecion de citoquinas
(linfocitos, células NK y macréfagos), la produccion de sustancias citotoxicas
(neutrdfilos), la presentacion de antigenos (macrofagos y células dendriticas),
la induccion de apoptosis en células infectadas (células NK y linfocitos T), la
fagocitosis (neutréfilos, macréfagos y células dendriticas) y la produccion de
anticuerpos (linfocitos B). La etiologia de la enfermedad hepatica y el tipo de
inflamacion (aguda o crénica) determina el tipo celular mas importante en el
infiltrado inflamatorio, por ejemplo en las hepatitis agudas es muy importante el
infiltrado de células polimorfonucleares (basicamente neutréfilos), mientras que
los linfocitos son mucho mas abundantes en las hepatitis virales (Marqués y
cols., 2012).

2.2.3.2 Importancia de la inflamacién en el FHF

Los mecanismos responsables del daio hepatico en las hepatitis viricas
que conducen al FHF son complejas e incluyen el efecto citopatico del virus y

una vigorosa respuesta inflamatoria, resultando en un dafio hepatocelular que
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supera la capacidad del higado para regenerarse (TuAdn y cols., 2011).
Muchos factores de crecimiento, citoquinas, factores de transcripcién, y vias de
sefalizacion intracelular han sido implicados en la regulacion del dafio hepatico
y su regeneracion (Bernal y cols., 2010). Sin embargo, aunque algunos
enfoques terapéuticos para el FHF han intentado bloquear la respuesta
inflamatoria y mejorar a las vias de proliferacion (Harrison y cols., 1990),
todavia son necesarias terapias capaces de atenuar el dafo de los hepatocitos

y estimular la regeneracion.

Una gran variedad de moléculas liberadas por las células necréticas han
sido identificadas como posibles inductores de la formaciéon de citoquinas a
través de la estimulacién de los receptores tipo toll (TLRs). Entre estas
moléculas se incluye la proteina del grupo de alta movilidad Box1 (HMGB-1),
las proteinas de choque térmico, y fragmentos de ADN (Yang y cols., 2010;

Kang y cols., 2011).

Las citoquinas desempefan un papel fundamental en los procesos
inflamatorios, pues sirven de intermediarias en el control y regulacién de los
estados proinflamatorios y antiinflamatorios, en dependencia de los procesos
desencadenantes. Muchas citoquinas han sido implicadas en el estado
inflamatorio local y sistémico observado en el FHF, pero las principales
investigaciones enfatizan el papel que desempefan la IL-6, la IL-1B y el TNF

(Nguyen y Veirling, 2011).

2.2.4 La apoptosis

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular descrito por primera
vez en Grecia para indicar un deterioro en la funcién celular. En el higado este
fendmeno fue descrito por Kerr durante un estudio en el cual relaté la atrofia del

organo después de la ligadura de la vena porta (Kerr y cols, 1972).
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En 1972 los investigadores Kerr, Willie y Currie observaron un modo de
muerte celular en el que las células morian de una forma morfolégicamente
diferente a la muerte por necrosis, ya que se producian una serie de cambios
secuenciales que no tenian como resultado la pérdida de integridad de la
membrana celular y que, ademas, no desencadenaban una respuesta

inflamatoria, tal y como ocurria en la muerte por necrosis (Kerr y cols., 1972).

En el proceso de muerte por necrosis la célula se caracteriza por
incrementar su tamafno, los organulos celulares se desorganizan y la
mitocondria se hincha, mientras que la membrana mitocondrial interna se
contrae, la cromatina aparece dispersa y finalmente la membrana celular se
rompe liberando todo el contenido celular y moléculas proinflamatorias que

desencadenan una respuesta inmune (Figura 8).

NECROSIS CELULA NORMAL APOPTOSIS
Mecanismo pasivo \Q%é.\:?}) Mecanismo activo
Grupo células \L ),A'J \ Células individuales

.-

@ Célulae e
S (Lulnoncos ,

2 ,SG;’ ¢rdida de contacto entre células
Cuerpo gﬁt @ Integridad de los organulos
apoptético @0 e 1z e J

Proceso fisiolégico/patolégico
/ Fagocitosis

Proceso patologico i (4 o (® 3 Sin Inflamacion
Inflamacion Q"’ Fagocito QO))\.

NECROSIS APOPTOSIS

Destruccion organulos
Citoplasma hinchado ‘f )
Rotura de la membrana

Liberacion de contenido

Figura 8. Diferencias entre la muerte celular por apoptosis y por necrosis.

Sin embargo, a pesar de que la apoptosis y la necrosis se consideran
entidades totalmente distintas, un nuevo punto de vista esta emergiendo y se
considera que ambos procesos son con frecuencia la consecuencia de los
mismos factores desencadenantes y de las mismas vias de senalizacion (Malhi
y cols., 2006).
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El higado esta continuamente expuesto a una gran cantidad de
sustancias nocivas entre las que podemos incluir toxinas, células tumorales y
patogenos como los virus. La apoptosis contribuye a la prevencion de la
replicacion, diseminacién y persistencia de los virus (Ghavami y cols., 2005;
Fischer y cols., 2007).

Desde el punto de vista morfoldgico se observan los siguientes cambios

seriados y estereotipados (Patel y Gores, 1995; Kroemer y cols., 2005):

» Las células se encogen y pierden contacto con las células vecinas. Esto
es provocado por el movimiento de fluidos fuera de la célula debido a la
inhibicién del sistema de transporte Na*-K*-CI".

» Las cisternas del reticulo endoplasmatico liso (REL) se dilatan y pueden
fusionarse con la membrana plasmatica, pero el resto de organulos
celulares permanecen intactos. También hay una gran activacion de las
transglutaminasas.

» La célula se vuelve reconocible por macréfagos, ya que la fosfatidilserina
pasa de la cara interna de la membrana plasmatica al exterior.

» La cromatina se condensa y se acumula en la periferia del nucleo.

» Las endonucleasas rompen el ADN en fragmentos oligonucleosomales
de unos 180-200 pares de bases (pb).

» La membrana adquiere una apariencia vesicular caracteristica y aparece
el denominado “blebbing” (protuberancias o burbujas en la superficie
celular).

= Como resultado de las grandes invaginaciones aparecen los cuerpos
apoptaoticos. Estos tienen la membrana intacta y pueden ser reconocidos

por macrofagos y ser fagocitados.

Los cambios bioquimicos son mas precoces y no completamente
conocidos. El primer cambio detectado es una modificacién en el potencial

transmembrana mitocondrial (A¥Wm) que origina translocacion y liberacién del
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citocromo c (Cit-c) al citoplasma celular, también se produce una redistribuciéon
de los lipidos de la membrana asi como la activacion de proteasas

intracelulares (caspasas).

Antes de descubrir el proceso apoptético se pensaba que los procesos
de senescencia, diferenciacion y proliferacion controlaban la poblacién celular.
El descubrimiento de que la apoptosis es un proceso activo, implica también

que es un proceso regulado (Wyllie y cols., 1984; McConkey y cols., 1989).

El mecanismo de apoptosis es extremadamente complejo y sofisticado.
Asi, multiples moléculas promueven la muerte celular amplificando efectos en
cascada y retroalimentaciéon positiva, todo para asegurar que una vez iniciado,
el proceso sea rapido, fatal e irreversible. Como mecanismo de seguridad, la
célula produce reguladores para asegurar que pequefas alteraciones no den

lugar a una muerte innecesaria.

2.2.4.1 Vias de la apoptosis

Existen dos vias de activacion de apoptosis, una es la ruta intrinseca o
mitocondrial, inducida por distintas formas de estrés y la ruta extrinseca o de
receptores de muerte, disparada por la activacion de los miembros de la
superfamilia de receptores del TNF en la superficie celular. Por cualquiera de
las dos rutas, la activacion de las caspasas iniciadoras se produce a través de
la formaciéon de un complejo proteico inicial, en el cual se reclutan caspasas

iniciadoras que se autoactivan por aproximacion.

En la via intrinseca la mitocondria juega un papel fundamental inducido
por varios estimulos. Numerosas moléculas sefalizadoras de la apoptosis, asi
como estimulos patoldégicos convergen en la mitocondria induciendo la
permeabilidad de su membrana externa y la liberacion de proteinas que
normalmente se encuentran en el espacio intermembrana de la mitocondria.

Entre estos factores podemos destacar el Cit-c o el factor inductor de apoptosis
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(Kluck y cols., 1997; Susin y cols. 1999). Un segundo mecanismo es la
generacion de un cambio en el potencial transmembrana de la membrana
interna mitocondrial, lo que provoca la apertura de canales en la membrana
mitocondrial externa permitiendo la salida de proteinas intermembrana (Green
y Reed, 1998; Chang y Yang, 2000). La liberaciéon de estos factores esta a su
vez regulada por la familia de proteinas del gen 2 del linfoma de células B (Bcl-
2) (Green y Reed, 1998; Willis y cols., 2003). En cualquier caso, estas
variaciones en la membrana mitocondrial precipitan la muerte celular a través
de al menos tres mecanismos: 1) desbaratamiento de la cadena de transporte
de electrones, de la fosforilacion oxidativa y de la producciéon de ATP (Eguchi y
cols., 1997; Bossy-Wetzel y cols., 1998), 2) alteracion del potencial de
reduccion-oxidacion (redox) de la célula (Bredesen, 1995) y 3) liberacion de
proteinas del espacio intermembrana de la mitocondria al citosol, como el Cit-c,
que una vez liberado se une a la proteina Apaf-1, permitiendo la union del
nucleotido dATP, de esta manera se forma el apoptosoma, que recluta y activa
a la procaspasa 9, capaz de activar caspasas efectoras, como la caspasa 3
(Wang, 2001; Van Loo y cols., 2002).

La via extrinseca se inicia por la implicacion de alguno de los numerosos
receptores de muerte situados en la superficie celular. Estos receptores de
muerte pertenecen a la superfamilia de los receptores del TNF, y se
caracterizan porque en la parte intracelular contienen un dominio de interaccién
con otras proteinas denominado dominio de muerte (Locksley y cols., 2001)
que son activados por los ligandos de muerte. Los receptores de muerte mejor
conocidos son el receptor de TNF de tipo 1 (TNFR1) y una proteina relacionada
denominada Fas. Es una via muy rapida y de escasa sofisticacion basada en el
reclutamiento de moléculas adaptadoras a través de sus dominio de muerte,
cuya unica funcién es aproximar y activar a una caspasa iniciadora, la caspasa
8 o la caspasa 10 (Chinnaiyan y cols., 1995; Lavrik y cols., 2005), que a su vez
activan por proteolisis a las caspasas ejecutoras o efectoras, tales como las

caspasas 3 y 7. Esta via de apoptosis puede inhibirse por una proteina
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denominada FLIP que se une a la procaspasa 8. Algunos virus y células
producen FLIP y utilizan este inhibidor para proteger a la células infectadas y

normales de la apoptosis (Moumen y cols., 2007).

2.2.4.2 Familia Bcl-2

De los genes implicados en la supervivencia celular de mamiferos, Bcl-2
fue el primero que se descubrid y por ello le da nombre a la familia (Reed,
1998). La familia Bcl-2 contiene tanto miembros antiapoptoétcos (Bcl-2, Bcel-xL)
como proapototicos (Bax, Bad, Bik) y se encuentran localizados en la

membrana externa mitocondrial, del RE y la nuclear (Green y Reed, 1998).

La familia Bcl-2 contiene cuatro dominios de homologia llamados BH1,
BH2, BH3 y BH4 (Reed, 1998; Lindenboim y cols., 2000). Segun estos criterios

la familia se divide en tres subfamilias:

= Subfamilia Bcl-2, compuesta por miembros antiapoptéticos, poseen los
cuatro dominios de homologia. Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w pertenecen a esta
subfamilia.

= Sufamilia de Bax, son proteinas proapoptéticas y no tienen homologia en
el dominio BH4. Ejemplos son Bax y bak.

= Subfamilia con dominio unico BH3, compuesta por miembros
proapoptéticos, solo presentan homologia BH3, como es el caso de Bid
y Bik.

El dominio BH3 tiene caracter anfipatico y es un dominio “critico de
muerte”, presente en todos los miembros proapoptoéticos y parece ser esencial

para la heterodimerizacion de los miembros de la familia (Reed, 1998).
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Los miembros de la familia Bcl-2 interactuan de una forma dinamica para
regular la apoptosis. Los miembros proapoptéticos pueden heterodimerizar con
miembros antiapoptoticos y bloquear su accion antiapoptotica. Por tanto, la
relacion en los niveles de expresion entre miembros
antiapoptoticos/proapoptoéticos determina si la célula va a sufrir apoptosis 0 no

tras un estimulo apoptético (Oltvai y Korsmeyer, 1994).

Los miembros de la familia Bcl-2 pueden tener localizaciones
subcelulares diferentes, ya que mientras los miembros antiapoptéticos suelen
estar como proteina integrales en las membranas del nucleo, RE vy
fundamentalmente la mitocondria, los proapoptéticos se encuentran en el
citosol 0 asociados con el citoesqueleto (Hsu y cols., 1997; Puthalakath y cols.,
1999). Cuando llega la senal apoptética, los miembros proapoptoticos sufren un
cambio conformacional que les permite integrarse también en la membrana
(Wolter y cols., 1997; Antonsson y cols., 2001), lo que provoca la apertura de
canales en la mitocondria que permiten la salida de factores proapotéticos de la

misma (Figura 9).
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Figura 9. Senalizacién de la familia de proteinas Bcl-2.
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Los miembros de la familia Bcl-2 regulan la liberacion de moléculas
inductoras de apoptosis presentes en el espacio intermembrana, pero esta no
€s su Uunica accién, ya que pueden actuar a diferentes niveles: a nivel
mitocondrial, a nivel de caspasas (Pan y cols., 1998) y a nivel de las

membranas del RE y del nucleo (Ng y cols., 1997).

2.2.4.3 Caspasas

Los cambios morfolégicos observados en las células apoptéticas son
iniciados por la activacion de una serie de proteasas denominadas caspasas
(Cryns y Yuan, 1998). Las caspasas fueron descritas por primera vez como
miembros ejecutores de la apoptosis en estudios realizados sobre el nematodo

Caenorhabditis elegans (Shaham y Horvitz, 1996).

Estas enzimas estan constitutivamente expresadas en las células como
zimégenos (procaspasas) con ninguna o poca actividad (Thornberry y
Lazenbik, 1998). Poseen una subunidad larga y una corta, y para ser activadas
han de ser proteolizadas de forma secuencial en residuos de Asp. Las
caspasas activas son tetrameros formados por dos subunidades largas y dos

cortas conteniendo asi, dos sitios activos de catalisis (Wolf y Green, 1999).

En los mamiferos se conocen mas de 14 caspasas de las cuales no
todas intervienen en procesos de muerte celular; de hecho, algunas de ellas
intervienen en los procesos inflamatorios. La primera proteasa encontrada en
mamiferos se denomind ICE (interleukin-1B3-converting enzime) o caspasa 1
(cisteina-aspartasa-1) (Alnemri y cols., 1996) y es uno de los pocos miembros
de la familia al que no se le ha podido relacionar directamente con el proceso

de la apoptosis, sino mas bien con el de la inflamacion.

Las caspasas pueden ser incluidas en dos categorias:
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» Caspasas iniciadoras: caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 y 14 que son
activadas por oligomerizacidn y se caracterizan por poseer un pro-
dominio largo y estar involucradas en funciones de regulacién de la
activacion de la cascada. Son las que primero se activan tras un
estimulo apoptatico.

» Caspasas ejecutoras: caspasas 3, 6 y 7 que son activadas por otras
proteasas entre las que se incluyen las caspasas iniciadoras y que se
caracterizan por poseer un pro-dominio corto y actuar al final de la
cascada sobre los componentes celulares necesarios para la

supervivencia de la célula, proteolizandolos.

2.2.4.4 Importancia de la apoptosis en el FHF

Varios estudios han implicado a las propias células residentes del
higado, especialmente las células de Kupffer y las células endoteliales, en
combinacion con elementos del sistema inmune como participantes en el
proceso destructivo que lleva al fallo hepatico bien sea por necrosis o por
apoptosis (Pessayre y cols., 1999). La apoptosis esta presente en el higado
tanto durante su desarrollo como en la etapa adulta. Durante la embriogénesis
la apoptosis es necesaria tanto para el desarrollo de las vias biliares como del

parénquima hepatico (Terada y Nakanuma, 1995; Sergi y cols., 2000).

No se conoce demasiado sobre la implicacion de la apoptosis en el
parénquima hepatico de una persona adulta sana; por el contrario, si se sabe
que la apoptosis esta involucrada en numerosas patologias hepaticas como
son enfermedades hepaticas autoinmunes, hepatitis viricas crénicas, en
procesos hepaticos asociados al consumo de alcohol, en procesos
cancerigenos como en el hepatocarcinoma y el colangiocarcinoma (El
Bassiouny y cols., 2008; Mauriz y cols., 2008), y en la patogénesis del FHF el
cual se caracteriza por una incontrolada muerte masiva de hepatocitos (Leifeld
y cols., 2006; Rutherford y Chung, 2008).
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La apoptosis de los hepatocitos es el proceso mas importante en el
mecanismo molecular del fallo hepatico (Eichhorst, 2005), porque la apoptosis
es la primera respuesta celular del higado ante una amplia variedad de
sustancias toxicas (Doggrell, 2004). La muerte masiva de hepatocitos por
apoptosis se ha puesto de manifiesto en diversos modelos de FHF como son el
inducido por galactosamina mas LPS (Arvelo y cols., 2002), hepatitis por
herpes simples (Hashimoto y cols., 2003), el modelo inducido por la
concanavalina A (Trautwein y cols., 1998; Kim y cols., 2000) y también el

modelo producido por el RHDV (San Miguel y cols., 2006).

2.2.5 Proteinas quinasas activadas por mitégenos

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) estan
implicadas en la diferenciacion celular, proliferacion, apoptosis y supervivencia
celular. Todos sus miembros son activados por una cascada de fosforilacién
que empieza por una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), seguida de una
MAPK quinasa (MAPKK) y finalmente, las MAPK se activan por una doble
fosforilaciéon en residuos de tirosina y treonina (Seger y Krebs, 1995; Qi y Elion,
2005).

La familia de las MAPK esta formada por 5 grupos:

1) ERK1y2

2) JNK1,2y3
3) P38a,B,yyd
4) ERK3y4

5) ERK 5

La ERK1/2 se activa por factores de crecimiento, citoquinas y ésteres de
forbol, y es un importante regulador de la proliferacion celular, mientras que

parece tener un papel menor en la apoptosis. Los principales objetivos de
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ERK1/2 son otras quinasas, factores de transcripciéon, como el factor de

transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), proteinas del citoesqueleto y Bcl-2.

La proteina quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) se induce por varios tipos
de estimulos de estrés, como radiacion UV, citoquinas, estrés oxidativo o
factores de crecimiento. La JNK participa en la respuesta a estrés, inflamacion
y apoptosis estimulando la transcripcion y fosforilacion de otras moléculas, que

incluyen otras quinasas o proteinas moduladoras de la apoptosis.

Muchos de los estimulos que activan la JNK también activan la quinasa
activada por mitdbgeno p38. La activacion de p38 es crucial para la regulacidn
del sistema inmune y la inflamacion. Los objetivos de p38 son factores de
transcripcion, genes que codifican citoquinas proinflamatorias y quinasas. ERK
4 y 5 se activan por autofosforilacion y ERK 5 es activado por factores de

crecimiento, siendo esencial para la angiogénesis.

2.2.6 Regeneracion hepatica

La importancia del higado en el organismo radica en su papel esencial
en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica. La amplia variedad de
funciones realizadas por el higado han sido preservadas a lo largo de la
evolucion al proporcionar a este o6rgano una extraordinaria capacidad
regeneradora en respuesta a la pérdida de su propia masa, sin que con ello

resulte afectada la viabilidad el organismo.

Aunque los hepatocitos adultos normalmente no se dividen, mantienen
una gran capacidad proliferativa en respuesta a dano por agresion quimica,
patdgenos, xenobidticos y estrés inflamatorio. La capacidad de replicacién de
los hepatocitos en respuesta a estos dafos hace posible la regeneracion de la
masa hepatica incluso a partir de un bajo numero de células (Sandgren y cols.,
1991; Overturf y cols., 1997).
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El estudio detallado del proceso regenerativo ha sido abordado
cientificamente usando aproximaciones moleculares y genéticas (Saito y cols.,
2010). ElI modelo mas usado es la HP en higado en rata aunque también se
han desarrollado diferentes modelos farmacolégicos, en este caso la pérdida
hepatica se produce por necrosis hepatocelular, unida a una respuesta
inflamatoria, que precede a la respuesta regenerativa, y que permite investigar
la interaccion dinamica entre el dafio hepatico y la reparacion celular (Diez-
Fernandez y cols., 1993; Rutherford y Chung, 2008).

En contraste con otros tejidos regenerativos, como la médula ésea o la
piel, la regeneracion hepatica no depende de un grupo de células progenitoras
o células madre. Aunque algunos estudios sugieren que las células madre de
médulas 6sea son capaces de diferenciarse a hepatocitos, no esta claro si esto
es un hecho poco habitual o que solo tiene lugar en respuesta a determinados
tipos de dafno (Petersen y cols., 1999; Minguet y cols., 2003). Estudios
recientes también apuntan a que existen fusiones aisladas entre células madre
de médula ésea y hepatocitos que pueden dar lugar a nuevas células de origen

hepatico (Vassilopoulos y cols., 2003; Fausto y Campbell, 2003).

La regeneracion tras la HP se lleva a cabo por la proliferacion de todas
las poblaciones celulares maduras presentes en el o6rgano, aunque los
hepatocitos son los primeros en proliferar. Los hepatocitos son células
normalmente quiescentes en fase Gy del ciclo celular y no se dividen
(Michalopoulos y DeFrences, 1997; Fausto, 2000). Sin embargo, tras una HP
se activan una serie de cascadas de sefalizacion en el higado vy
aproximadamente el 95% de los hepatocitos entran rapidamente en ciclo
(Taub, 2004). La regeneracion del higado tras una HP es, técnicamente, un
proceso de compensacion mediante crecimiento mas que una regeneracion en
si, ya que los restos del higado crecen en masa para compensar la pérdida del

tejido.
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El proceso de regeneracion hepatica se desarrolla en tres etapas: una
fase de sefalizacion temprana que pone en marcha la regeneracion, una fase
de proliferacion celular (con mantenimiento de la funcién y estructura del
higado) y finalmente la parada de la respuesta proliferativa una vez que ha sido

restituida la masa hepatica adecuada.

Un gran numero de genes estan implicados en la regeneracion hepatica,
pero el circuito esencial requerido para el proceso esta constituido por tres
redes principales que relacionan la funcion hepatica con el crecimiento celular y
la proliferacion, e interactuan entre si: citoquinas, factores de crecimiento y
rutas metabdlicas (Fausto y cols., 2006). Una importante unién entre citoquinas
y factores de crecimiento puede ser la activacion de las metaloproteinasas de
la matriz extracelular (MMPs) por citoquinas como el TNF (Rudolph y cols.,
1999; Kim y cols., 2000).

2.2.6.1 Seiializacion por citoquinas

Los factores de transcripcion NF-kB, STAT-3, AP-1 y C/EBP- se activan
rapidamente tras la hepatectomia (Cressman y cols., 1995; FitzGerald y cols.,
1995; Greenbaum y cols., 1998).

La activacion de los factores de transcripcion NF-kB y STAT-3
inmediatamente tras la HP condujo a la hipdtesis de que las citoquinas podian
regular la respuesta regenerativa (Fausto, 2000) La sefalizacién por TNF-a es
requerida para la respuesta proliferativa como se ha demostrado con el uso de
animales carentes del receptor 1 de TNF-a (TNF-R1 KO) (Yamada y cols.,
1997).

Se piensa también que el TNF-a estimula la secrecion de varias MMPs
en enfermedades muy prevalentes. Las MMPs son una familia de proteasas
dependientes de calcio y zinc que son capaces de degradar la MEC y la

membrana basal permitiendo asi la proliferacion de hepatocitos. Las MMPs son
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importantes en la escision y liberacion de factores de crecimiento de la MEC.
Especificamente, la pérdida de funcién del inhibidor tisular de
metaloproteinasas 1 (TIMP-1), permite que aumente la actividad de MMPs tras
la HP (Ohashi y cols., 2012).

La activacion secuencial de las citoquinas y los receptores de factores
de crecimiento puede estimular numerosas rutas de sefalizacion intracelular
necesarias para la supervivencia celular y la proliferacion (Fausto y cols.,
2006).

La carencia de STAT-3 resulta letal en estado embrionario y los
animales carentes de STAT-3 selectivamente en higado (Alb+ Stat-3-/-)

presentan una recuperacion retrasada tras la HP (Li y cols., 2002).

2.2.6.2 Seiializacion por factores de crecimiento

Ademas de la sefAalizacion por citoquinas, diversos factores de
crecimiento participan en la replicacion celular durante la regeneracion
hepatica. Los efectos de los factores de crecimiento estan mediados a través
de sus receptores. Dos sistemas de sefalizacidn ligando-receptor participan en
la regeneraciéon hepatica, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su
receptor c-Met, y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y sus
ligandos y correceptores (Pedidditakis y cols., 2001; Huh y cols., 2004), entre
otros. Cada dia aumenta el interés por los resultados de estudios funcionales
que estén dirigidos al conocimiento del papel y mecanismo de accion de estos
factores de crecimiento y citoquinas en la regeneracién hepatica después del

dafio agudo del érgano (Béhm y cols., 2010).

El HGF es liberado por la MEC y actua sobre los hepatocitos de forma
paracrina. Tras ser sintetizado como pro-HGF es rapidamente activado por
proteasas (Pediaditakis y cols., 2001; Shimizu y cols., 2001). EI HGF regula

varios procesos en el higado, ademas de ser un estimulador directo de la
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proliferacion hepatica. Dado que la delecion del gen de HGF o de su receptor c-
Met, conlleva letalidad en estado embrionario (Pediaditakis cols., 2001; Huh y
cols., 2004) se han utilizado otros abordajes para el estudio de sus funciones in
vivo. Estudios en ratones deficientes de c-Met en higado han mostrado que la
senalizacion a través de HGF-c-Met es importante para la sintesis de ADN y la
regeneracion tras una HP (Borowiak y cols., 2004) y tras un dafo hepatico
(Huh y cols., 2004).

El HGF es un potente mitdgeno para los hepatocitos en cultivo
(Michalopoulos y cols., 1984; Gherardi y Stoker, 1990) y parte de sus efectos
estan mediados por la activacion de otro factor de crecimiento, el TGF-a, que
actua tras unirse a su receptor, EGFR (Gherardi y Stoker, 1990). Los ligandos
para EGFR incluyen al factor de crecimiento epidérmico (EGF), TGF-q,

anfirregulina, HB-EGF, epirregulina y betacelulina.

La restauracion de la histologia normal del higado requiere de la
formacion de una red vascular, necesaria para la provision de los nutrientes
para las distintas poblaciones celulares que presenta dicho organo. La
angiogénesis es un evento precisamente regulado durante la regeneracion
hepatica. Las células endoteliales son estimuladas por una amplia gama de
factores angiogénicos producidos por los hepatocitos durante la regeneracion
hepatica. Dentro de estos podemos mencionar al factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el factor mas potente y mejor estudiado. El ARNm
del VEGF se expresa, después de la HP, tanto en los hepatocitos como en las
células hepaticas no parenquimatosas, sugiriendo que este factor de
crecimiento juega un papel significativo en la regeneracion hepatica (Mochida y
cols., 1996). Este ultimo concepto también es apoyado por estudios en los que
demostraron que el VEGF deriva tanto de las células parenquimatosas como
de las no parenquimatosas del higado de rata con procesos de necrosis
(Ishikawa y cols., 1999).
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Las plaquetas contienen factores de crecimiento incluyendo el HGF vy el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Después de una HP se
produce una acumulacion de plaquetas en los sinusoides hepaticos y un
aumento en la proliferacion de hepatocitos en periodos tempranos tras la
hepatectomia. Las plaquetas contribuyen también en la progresion del ciclo
celular ademas de prevenir el FHF (Myronovych y cols., 2008). Durante la
remodelacion tisular, el PDGF colabora en la ruptura del colageno viejo

mediante la activacién de las MMPs (Jinnin y cols., 2005).

2.3 La melatonina

La glandula pineal o epifisis cerebral se conoce desde hace mas de
2000 anos, ya que fue descrita por primera vez por Serdfilo de Alejandria (335-
280 a.C.), quien afirmé que este 6rgano actuaba como “un esfinter que controla
el flujo de pensamientos”. La descripcion de la pineal y su situacion anatémica
realizada por Andrés Vesalio (1514-1564) en su obra “De Humanis Corporis
Fabrica”, se considera una de las mejores; sin embargo, fue el polifacético
René Descartes (1596-1650), quien en su libro “De Homine”, asign6é a la
glandula pineal el lugar donde reside el alma. Descartes pensdé que los
estimulos percibidos por los ojos eran llevados al cerebro y desde alli

alcanzaban la glandula pineal.

A partir de la segunda mitad del siglo XIX se replanteé la fisiologia de la
glandula pineal. En 1850, Rudolph Albert von Kolliker (1817-1905) observo la
presencia de fibras nerviosas en la glandula pineal de mamifero, y en 1904,
Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934) encontré fibras nerviosas ramificadas en

la glandula pineal de ratén, y sugirié que eran de origen simpatico.

A finales del siglo XIX, con el auge de la fisiologia del sistema endocrino
se sospechd que la glandula pineal de los mamiferos pudiera desempenar un

papel como glandula endocrina. Esta hipétesis se confirmé con la observacion
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de casos clinicos de pubertad precoz en nifios con tumores no

parenquimatosos de la glandula pineal (Heubner, 1898).

Sin embargo, en toda la historia de la investigaciéon de la glandula pineal,
no hay ningun descubrimiento mas importante que el de su principal hormona,
la melatonina, una sustancia aislada por el dermatdlogo Aaron Lerner (Lerner y
cols, 1958). Estos autores observaron que dicha molécula aclaraba los
melanocitos en la piel de anfibios, y le dieron el nombre de melatonina al
relacionar su funcion con el pigmento melanina y su estructura con la

serotonina.

Fue Axelrod en 1974 quien demostré que todos los pinealocitos poseen
la maquinaria necesaria para la sintesis de melatonina (Axelrod, 1974).
Histologicamente, la glandula pineal en los mamiferos estda compuesta por dos
tipos celulares integrados en foliculos: la célula parenquimatosa o pinealocito, y
la célula intersticial o astrocito inmaduro (Vollrath, 1985). La evolucién
filogenética funcional de la pineal se corresponde con una evolucién citoldgica,
de tal forma que, si en especies inferiores predomina el pinealocito como
fotorreceptor, conforme nos acercamos a los mamiferos, las estructuras
celulares evolucionan para capacitar el pinealocito en la sintesis de melatonina

y otras sustancias, y su posterior secrecion.

2.3.1 Biosintesis

La melatonina es una molécula de al menos dos mil millones de afios
(Poeggeler y Hardeland, 1994; Macias y cols., 1999), que esta presente en
todos los animales y plantas donde se ha buscado, con la misma estructura

molecular, situacién que muy rara vez sucede en la naturaleza.

La sintesis de melatonina no tiene lugar solo a nivel de la glandula

pineal. En el afo 1976 se determind la presencia de melatonina en animales
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pinealectomizados. Actualmente los lugares de sintesis extrapineal conocidos
son: la retina (Grace y cols., 1991), el cuerpo ciliado del iris (Aimoto y cols.,
1985), la glandula lacrimal (Mhatre y cols., 1988), médula 6sea (Tan y cols.,
1999b) aparato digestivo (Bubenik, 1980), ovario (ltoh y cols., 1997), sistema
inmune (Guerrero y Reiter, 2002) y el sistema portal hepatico (Huether y cols.,
1992). Asi, los niveles titulares de melatonina son cientos de 6rdenes de

magnitud mayores que los del plasma (Reiter y Tan, 2003).

El triptéfano, un aminoacido aromatico esencial, entra en el pinealocito
desde los capilares sanguineos a través de un transporte activo bajo control
adrenérgico y sufre una hidroxilacion, convirtiéendose en 5-hidroxitriptéfano.
Este paso limitante en la sintesis ocurre en la mitocondria (Sitaram y Lees,
1978). Posteriormente, 5-hidroxitriptéfano se descarboxila mediante la L-
triptéfano descarboxilasa para forma 5-hidroxitriptamina o serotonina, siendo
esta un importante neurotransmisor del SNC. La L-tript6fano descarboxilasa
esta localizada en el citosol del pinealocito y su actividad esta regulada por la

iluminaciéon ambiental a través de fibras simpaticas (Snyder y cols., 1964).

La serotonina tiene dos vias principales de metabolizacion en la glandula
pineal. Puede desaminarse, o convertirse en melatonina por accién de dos
enzimas que actuan sucesivamente: en primer lugar la N-acetil-transferasa
(NAT), que presenta un marcado ritmo circadiano, y transfiere a la serotonina
un grupo acetilo del cofactor acetil coenzima A principalmente, dando asi lugar
a la N-acetil-5-hidroxi-triptamina o N-acetil serotonina. A continuacién la enzima
hidroxiindol-O-metil transferasa (HIOMIT) va a transferir a la N-acetil-serotonina
un grupo metilo de un cofactor de S-adenosil-metionina y convertirla en N-

acetil-5-metoxitriptamina, melatonina (Figura 10).
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Figura 10. Biosintesis de melatonina.

La actividad de la NAT, determina el ritmo pineal de produccion
hormonal y puede regularse mediante su expresidon génica o mediante la
activacion y estabilidad de la enzima (Hardeland, 2008). La expresién de la
enzima se puede regular por una via nerviosa controlada por el nucleo

supraquiasmatico del hipotalamo, el llamado reloj biolégico. Esta via comienza
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en la retina continda a través de los axones de las células ganglionares (Lewy y
cols., 1980).

El estimulo luminico durante el dia mantiene hiperpolarizados a los
fotorreceptores lo que impide la liberacion al final de la via nerviosa de
noradrenalina. En ausencia de luz, los fotorreceptores generan potenciales de
accion que son conducidos por esta via neuronal hasta los terminales
simpaticos que liberan noradrenalina, que se une a receptores adrenérgicos a
y B1 del pinealocito (Reiter, 1991a). Dicha unidon desencadena una reaccion
bioquimica intracelular, que se traduce en un incremento de la expresion y
actividad de la NAT, con la consecuente elevacion de las concentraciones de

N-acetil-serotonina y melatonina (Hardeland y cols., 1993) (Figura 11).

Capilares
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Triptofano
Sintesis
NSQ proteica
/nh’b’b/'o’n (reloj bioldgico) /! \ Serotonina

/ AMPc NAT l
) J Adenilato )
ciclasa N-acetil-
o0 Retina serotonina
( e ATP
€S

HIOMIT l

Melatonina

Médula espinal
Capilares

Figura 11. Estimulacion o inhibicién de la sintesis de melatonina.
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Recientemente, se ha demostrado la presencia, en practicamente todos
los tejidos del organismo, de la expresion de los genes que codifican para las
enzimas clave en la sintesis de melatonina (NAT e HIOMIT) (Stefulj y cols.,
2001); por lo que cada tejido puede producir la melatonina que necesita en

cada momento, sin depender de la melatonina circulante.

2.3.2 Distribucion

La estructura inddlica de la melatonina la hace una molécula bastante
liposoluble, que atraviesa facilmente por difusion simple la bicapa de la
membrana del pinealocito. Esto determina que el estimulo de la sintesis de
melatonina en la glandula pineal eleve rapidamente los niveles en plasma y en

todos los compartimentos del organismo (Reiter, 1991b).

Una vez sintetizada, la melatonina es excretada de la glandula al
torrente sanguineo donde aproximadamente un 70% se une a la albumina
(Cardinali y cols., 1972). Se ha observado que la vida media en sangre tras la
administracién de una infusién intravenosa, es de unos 30 minutos (Mallo y
cols., 1990). Posteriormente, es metabolizada fundamentalmente en el higado
y en menor medida en el rindn, donde sufre una hidroxilacion y una
conjugacion con sulfato y glucurénido. En humanos el producto mayoritario
resultante del metabolismo de la melatonina es la 6-sulfatoximelatonina que es

eliminada a través de la orina (Arendt, 1986).

El ciclo diario de luz oscuridad es el factor regulador mas importante de
la produccion de melatonina, de modo que los niveles comienzan a elevarse
durante las ultimas horas de la tarde para alcanzar el pico de produccidn
durante la noche. Este mecanismo es muy estable cuando el patrén de luz
diaria es normal, de modo que constituye un buen marcador del reloj corporal

endégeno (Pang y cols., 1980; Aimoto y cols., 1985; Reiter, 1991a).
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Este ritmo de produccidn persiste aun bajo condiciones alteradas de luz
(oscuridad continuada, o luz muy debilitada) indicando la existencia de un
control enddégeno. Dicho control desaparece cuando existen lesiones en el SNC
(Brainard y cols., 2001), lo cual demuestra la importancia de este sistema en el
mantenimiento y sincronizacion de la produccién de melatonina en funcion de
los ritmos luz-oscuridad. Los niveles enddgenos de melatonina se ven
fuertemente afectados por la exposicion a una fuente de luz, efecto que es
dependiente de la dosis y del espectro de luz, de modo que incluso una luz
tenue puede llegar a suprimir los niveles nocturnos de melatonina (Lewy y
cols., 1980).

El ritmo circadiano de la melatonina esta fuertemente influido por la
edad. Los recién nacidos y hasta los tres meses de vida producen cantidades
elevadas de melatonina en relacion al adulto, pero carecen de ritmo circadiano.
Al final del primer afio de vida es cuando comienzan a diferenciarse los niveles
plasmaticos diurnos y nocturnos (Waldhauser y cols., 1993; Reiter, 1998). El
ritmo circadiano se mantiene desde la pubertad hasta que en la edad adulta
entre los 45 y los 65 afos, decae progresivamente hasta igualarse los niveles
séricos diurnos y nocturnos (Reiter, 1995). Otros factores que afectan al ritmo
circadiano de la melatonina son el ciclo menstrual, el tiempo diario de
exposicion al sol, el consumo de algunos farmacos, el estrés y el ejercicio

(Ariznavarreta y cols., 2002).

Si embargo, la melatonina sintetizada fuera de la glandula pineal
escasamente pasa a la circulacion, manteniendo niveles elevados de
melatonina en los tejidos (Hardeland, 2008). Esto refuerza que la melatonina
realice otras funciones ademas de la hormonal. Se pueden encontrar altas
concentraciones de melatonina en el tracto gastrointestinal, la bilis o la

circulacion enterohepatica (Tan y cols., 1999b; Pandi-Perumal, 2006).
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2.3.3 Metabolismo y farmacocinética

Tras su paso por la sangre, la mayor parte de la melatonina se
cataboliza en el higado, donde se transforma en 6-hidroximelatonina, gracias a
la accion de las enzimas del citocromo P45, como CYP1A2, CYP1A1 o
CYP1B1 (Ma y cols., 2005), o por depuracion de dos ‘OH. La 6-
hidroximelatonina es eliminada facilmente por la orina al hacerse mas
hidrosoluble tras la conjugacion hepatica con anion sulfato o con acido
glucorénico (Kopin y cols., 1961; Hardeland y cols., 1993). La enzima
CYP2C19, también en el higado, produce la desmetilacion de la melatonina

formando N-acetilserotonina (Ma y cols., 2005).

La melatonina puede también seguir otras rutas catabdlicas, como la
desacetilacion y posterior desaminacion, en la retina (Galzin y cols., 1988;
Grace y cols., 1991), o su transformacion en kinureninas, en el cerebro y la
glandula pineal (Pandi-Perumal y cols., 2006). Estos metabolitos de la
melatonina son también altamente eficientes en reducir el dafio producido por
los RL (Mayo y cols., 2005).

2.3.4 Mecanismo de accion

Tras considerar a la melatonina como una hormona, se intentaron
explicar sus funciones, principalmente las relacionadas con el control de
biorritmos y la reproduccion, a través de su interaccion con receptores de
membrana. Sin embargo, estudios posteriores han descrito funciones de la
melatonina que eran independientes de receptores de membrana. Asi, en
primer lugar, se demostré que la melatonina es un potente depurador de RL
(Tan y cols., 1993; Reiter y cols., 1994); en segundo lugar, se caracterizaron
receptores nucleares para la melatonina en oérganos periféricos (Acufa-
Castroviejo y cols., 1993; Carlberg y Wiesenberg, 1995); por ultimo, se

demostré la capacidad de la melatonina para unirse a algunas proteinas

78



Revisién bibliogréfica

intracelulares, como la PKC (Anton-Tay y cols., 1998), la calmodulina (Huerto-
Delagadillo y cols., 1994; Pozo y cols., 1997) y la calreticulina (Macias y cols.,
2003).

Esquematicamente, los mecanismos de accion de la melatonina pueden
dividirse en dos, aquéllos que esta mediados por su union a un receptor, ya sea
de membrana o nuclear, y aquéllos que se realizan de forma independiente de
receptor como la interaccion con proteinas intracelulares y la actividad

antioxidante.

2.3.4.1 Mecanismos mediados por receptor

Mediante agonistas marcados se han identificado receptores de
membrana para la melatonina (Dubocovich y Takahasi, 1987; Williams y
Morgan, 1988). Son receptores proteicos de 420 aminoacidos, de peso
molecular 47.424 kDa y con 7 dominios transmembrana hidrofébicos (Ebisawa
y cols., 1994). Funcionalmente podemos hablar de dos tipos de receptores: de
alta afinidad, que incluyen a los subtipos MT4 y MTj; y receptores de baja
afinidad, MT3 (Dubocovich y cols., 2003).

Los receptores MT4 y MT,, son receptores de membrana acoplados a
proteinas G inhibidoras y que ejercen su accion principalmente mediante la
inhibicion de la adenilatociclasa, o que conlleva una disminucién del AMPc
intracelular, la disminucion de la actividad de la proteinquinasa A y la

fosforilaciéon de la proteina de union al elemento de respuesta a AMPc, CREB.

Ambos receptores han sido detectados en el cerebelo y en los
bastoncillos de la retina en las células ganglionares (Scher y cols., 2002).
Ademas de en SNC, se han encontrado receptores para la melatonina en
linfocitos, células epiteliales de la préstata, células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios, en espermatozoides, en la capa mucosa/submucosa

del coldn y en las plaquetas sanguineas. Aun en ausencia de receptores la

79



Tesis doctoral: Almudena Laliena Izquierdo

melatonina es una molécula que difunde facilmente, penetrando sin obstaculo
en las células donde, unida a la calmodulina (Konakchieva y cols., 1995),
ejerce funciones basicas de modulacion de los procesos mitéticos y del
citoesqueleto y de igual manera como potente antioxidante eliminando RL

perjudiciales.

La melatonina tiene funciones en érganos en los que no se ha descrito la
existencia de receptores de membrana, como el corazén o el tiroides (Reiter,
1991c; Chen y cols., 1993). La existencia de receptores nucleares de
melatonina se sugiridé antes de su descubrimiento, cuando se aislé melatonina
en el nucleo celular, planteando que la melatonina podria actuar modificando la
expresion génica en las células diana (Withyachumnarnkul y cols., 1986).
Estudios posteriores pusieron de manifiesto la existencia de estos receptores, y
sus resultados podrian explicar efectos de la melatonina tales como la
estimulacién de enzimas antioxidantes, que podrian estar mediados por la
accion de un receptor nuclear (Menéndez-Pelaez y cols., 1993; Acuna-

Castroviejo y cols., 1993).

Se ha descrito la union de la melatonina con proteinas intracelulares,
como calmodulina, calreticulina y la proteina quinasa c, lo que respalda la idea
de que la melatonina puede contribuir a la estructura del citoesqueleto.
Ademas, otro lugar de unién de la melatonina parece encontrarse en la
mitocondria. Se ha indicado que la proteina de unién se localiza en la rampa
anfipatica del complejo | de la cadena de transporte electronico mitocondrial
(Hardeland, 2008). A concentraciones elevadas, se ha demostrado que la
melatonina es capaz de inhibir la apertura del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (PTP) (Andrabi y cols., 2004), un hecho que sugiere un sitio de

unién adicional, de baja afinidad.
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2.3.5 Funcion antioxidante de la melatonina

La presencia de melatonina en organismos unicelulares (Poeggeler y
Hardeland, 1994), o bacterias (Manchester y cols., 1995), refuerzan la hipotesis
de que la melatonina es un protector celular conservado evolutivamente
(Hardeland y cols., 1995; Reiter y cols., 2003).

Un mecanismo de accion de la melatonina, independiente de su
interaccion con receptores o con proteinas intracelulares, es su interacciéon con
RL. Esta accion ocurre en todos los compartimentos del organismo. Ya en 1993
Tan y su equipo mostraron que la melatonina neutraliza ‘OH (Tan y cols.,
1993), partir de ese momento, son numerosos los trabajos que demuestran la
capacidad de la melatonina para interactuar con EROs, y por ello, actuar como

una molécula antioxidante.

2.3.5.1 Acciones directas de la melatonina

De manera directa, la melatonina es capaz de neutralizar una gran
cantidad de RL, ya que es una molécula rica en electrones. Asi, la melatonina
reacciona directamente con ‘OH, H,O,, ONOO", HCIO u otros RL, para dar
productos menos toxicos que, generalmente, se excretan por la orina (Qi y
cols., 2000; Reiter y cols., 2003)

Ademas de la capacidad intrinseca para depurar RL, la melatonina es
capaz de estimular la actividad y expresion de otros sistemas antioxidantes,
estableciendo asi una forma de accion indirecta para la reduccion de estrés

oxidativo (Kotler y cols., 1998; Mayo y cols., 2002).

En primer lugar, estimula el ciclo del glutatiéon, aumentando la actividad
de la GPx y de la GR, regulando asi la relacion GSSG/GSH (Barlow-Walden y
cols., 1995; Pablos y cols., 1998; Martin y cols., 2000). Ademas aumenta la

produccion de glutation por la estimulacion de la y-glutamil-cisteina sintetasa
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(y-GCS) (Urata y cols., 1999); y estimula la glucosa-6-fosfato deshidrogenada,
que es la encargada de generar NADPH, requerido por la GR (Pierrefiche y
Laborit, 1995). Asi, la melatonina estimula otras enzimas antioxidantes como la
SOD (Antolin y cols., 1996) y la CAT (Acuna-Castroviejo y cols., 2001; Reiter y
cols., 2003). También inhibe otras enzimas que generan RL y ademas ejerce
una accion sinérgica con otros antioxidantes como las vitaminas E y C (Antolin
y cols., 1996; 1997; Reiter y cols., 2003).

Dado que la melatonina es tanto lipofilica (Reiter, 1991b) como
hidrofilica (Shida y cols., 1994), puede realizar sus funciones antioxidantes con
igual eficiencia en multiples compartimentos subcelulares, es decir, en el
nucleo (Tan y cols., 1993), en el citosol (Abe y cols., 1994) y en las membranas
(Pierrefiche y cols., 1993; Giusti y cols., 1995).

Recientemente se ha descrito que la melatonina puede realizar sus
funciones antioxidantes a nivel mitocondrial. Estos estudios tienen especial
interés porque la mitocondria es la primera fuente de RL en las células
eucariotas (Yu y cols., 1992) y ademas porque la melatonina es capaz de
atravesar facilmente la membrana mitocondrial, y se acumula en este organulo
en grandes concentraciones (Martin y cols., 2000). Entre las principales
acciones de la melatonina sobre la fisiologia mitocondrial cabe incluir las

siguientes:

» La administracion cronica de melatonina incrementa el numero de
mitocondrias de las células (Decker y Quay, 1982).

» Estabiliza la membrana interna mitocondrial frente a las EROs (Garcia y
cols., 1999; Karbownik y cols., 2000).

» Incrementa la actividad de los complejos | y IV de la cadena de
transporte de electrones en las mitocondrias hepaticas y cerebrales

(Martin y cols., 2000; Acufa-Castroviejo y cols., 2005).
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= Previene la formacién de RL por la mitocondria, se sugiere que esta
accion esta mediada por un sitio de union de la melatonina en el centro
hierro-sulfurado N, del complejo | (Karbownik y cols., 2000).

= Aumenta la produccion de ATP mitocondrial (Martin y cols., 2002).

= Antagoniza o previene la apoptosis modulando las funciones
mitocondriales (Souderval y cols., 2006), incluyendo los efectos en la
homeostasis del calcio y el potencial de membrana mitocondrial
(Hardeland, 2005; Souderval y cols., 2006), y también inhibiendo el PTP
(Andrabi y cols., 2006).

2.3.6 Otras funciones de la melatonina

Ademas de su funcién antioxidante, la melatonina también participa en el
control de los ritmos circadianos, la regulacidon de la reproduccion y la

inmunomodulacion.

La glandula pineal es el principal mediador de la respuesta fisiologica
ante los ritmos anuales, asi como de los ritmos circadianos. Mediante su
principal producto de secrecion, la melatonina, actia como nexo de unién entre
el medio ambiente luminoso y los sistemas nervioso y endocrino. Todos los
efectos cronobidticos de la melatonina estan mediados por los receptores de
membrana MT4, y MT, (Jin y cols., 2003; Dubocovich y Markowska, 2005). Se
ha observado que la administracion exégena de melatonina sincroniza los
ritmos circadianos (Cassone y cols., 1986; Reiter, 1993), y ademas produce
hipotermia (Deacon y Arendt, 1995); por ello se cree que la melatonina también
regula la variacion circadiana de la temperatura corporal (Koster-van Hoffen y
cols., 1993).

Bajo fotoperiodos naturales, la duracion del pico nocturno de melatonina
es inversamente proporcional a las horas de luz. En animales de reproduccién

estacional, la melatonina regula el tamafo de los o6rganos sexuales, la
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secrecion de hormonas asociadas con la fisiologia reproductiva y el ciclo estral
(Reiter, 1993; Moore, 1999). En particular, los cambios estacionales en los
patrones de secrecion de melatonina constituyen una sefal esencial para las
fluctuaciones anuales de la capacidad reproductora en animales mantenidos
bajo condiciones fotoperiddicas naturales (Reiter, 1973; Arendt, 1986). Se ha
propuesto una relacion entre la disminucién de la secrecion de melatonina al
final de la infancia y la pubertad y el desarrollo de los caracteres sexuales
(Waldhauser y cols., 1993).

Los efectos inmunomoduladores de la melatonina representan otra linea
de defensa (Gurrero y Reiter, 2002; Hardeland, 2008). En la actualidad su
papel antiinflamatorio esta bien demostrado (Mayo y cols., 2005; Escames y
cols., 2006); de hecho, los efectos antioxidantes, mediante la disminucién del
NO, y los efectos mitocondriales entre otros, atenuan la sefial proinflamatoria
(Hardeland, 2008).

La melatonina también ejerce una accién estimulante de la respuesta
inmune mediante la activacién de varios tipos celulares como linfocitos T y B,
NK, monocitos y células del sistema mononuclear fagocitico (Hardeland, 2008)
y el aumento de produccion de IL-4 en linfocitos T cooperadores (CD4) de la
médula 6sea y las células madre de la linea granulocitica-macrofagica

(Maestroni y cols., 1994).

2.3.7 Lamelatoninay el higado

Los efectos protectores de la melatonina han sido demostrados en
diferentes modelos experimentales de enfermedades hepaticas. Asi, se ha
demostrado que la administracion de melatonina a ratas, previene la fibrosis
inducida por tetracloruro de carbono (Ogeturk y cols., 2008; Hong y cols.,
2009), mejora la hepatitis no alcohdlica inducida por una dieta deficiente en

metionina y colina (Tahan y cols., 2009), tiene efectos beneficiosos durante la
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isquemia y reperfusion hepatica (Kim y Lee, 2008) o impide la hepatotoxicidad
inducida por diferentes farmacos (Kurus y cols., 2009). La melatonina también
protege contra el dafo hepatico agudo inducido por agentes quimicos como
tioacetamida o galactosamina (Tunez y cols., 2007; Wang y cols., 2007). Los
mecanismos responsables de los efectos beneficiosos de la melatonina
incluyen una reduccion de la generacion de EROs, la proteccion de las
macromoléculas contra el estrés oxidativo y una mayor actividad de enzimas
antioxidantes (Korkmaz y cols., 2009). La respuesta antioxidante celular contra
las EROs esta regulada por Nrf2, y se ha indicado que la melatonina activa
Nrf2 en la prevencién de dafo hepatico oxidativo en ratas tratadas con

dimetilnitrosamina (Jung y cols., 2009).
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Material y métodos

3.1 Aparatos

Los medios instrumentales utilizados en el presente estudio han sido los

siguientes:

= Autoanalizador, modelo Reflotron.

» Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic.

» Balanzas de precision: Sartorius, modelo 135925.

Sartorius, modelo R200D.
= Bafos termostaticos: Selecta modelo 135925.
Selecta, modelo CE95.
Selecta, modelo Unitronic 32.
= Centrifugas: Beckman, modelo XL-10k. Rotor 70:1 Ti.
Eppendorf, modelo 5451C.
Sorvall, modelo RC-5B.

» Cubeta electroforesis vertical: Biorad miniproteal 3 cell.

» Desecador de geles: Biorad 583.

» Espectrofluorimetro: Hitachi, modelo F-2500.

= Espectrofotdmetro: Hitachi, modelo U-200.

» Escaner para diapositivas: Nikon LS-30®.

= Fuente de alimentacioén: Biorad, modelo 200/2.

= Granatario: Sartorius, modelo 1216 MP.

» Homogeneizador: Polytron.

= Material quirurgico: bisturis (hoja 24), pinzas, tijeras, agujas, jeringuillas,
canulas, guantes estériles, etc.

» Material de laboratorio de caracter general: pipetas y micropipetas
automaticas, agitadores de tubo, gradillas, frigorificos, arcones
congeladores de -80°C, ordenadores, etc.

= Meteor, modelo 991 A

= Microscopios opticos: Nikon OPTIPHOT-2.
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Nikon Eclipse E 400®.
Nikon Provise AX 70®.
= Microtomo de rotacion: Leitz 1512.
= Nanodrop: NanoDrop Technologies ND-100 UV/VIS
» Pelicula para diapositivas: Ektachrome 100ASA.
= pHmetros: Crison, modelo 2001.

» Sistema de transferencia de proteinas: Biorad, Transbot SD.

3.2 Soluciones

Las principales soluciones y productos utilizados en la realizacion de
este estudio, y que no se describen con detalle en los apartados

correspondientes, han sido los siguientes:

» Pentobarbital sédico (Sigma Chemical Co, San Louis, USA) se disuelve
en solucion salina hasta una concentracion final de 5 mg/ml.

= Suero salino fisioldgico (SSF): NaCl 154 mM.

= PBS: NaCl 0,14 M; KH;PO4 1,4 mM; NaHPO4 8 mM; KCI 2,7 mM.

» Solucion de Alsever (Sigma Chemical Co, San Louis, USA): NaCl (4,2
g/l), citrato de sodio (8 g/l), acido citrico (0,55 g/l), D-glucosa (20,5 g/l).

3.3 Animales

Se emplearon 30 conejos machos de raza Nueva Zelanda Blanca de 9-
10 semanas de edad con un peso comprendido entre los 2 y los 2,5 kg. Los
animales se mantuvieron en jaulas individualizadas con comida y agua ad
libitum, en una habitacion tipo P2 climatizada a 22°C y con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas. Durante una semana se les mantuvo en periodo de

aclimatacion.
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Los experimentos fueron realizados de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki (2000) de la Asociacion Médica Mundial, y las regulaciones espanolas
del uso de animales de laboratorio (RD 1201/2005), y fueron aprobados por el
Comité de ética de la Universidad de Ledn. Se procuré en todo momento

minimizar el sufrimiento animal y reducir el nuUmero de animales usados.

3.4 Disefio experimental

3.4.1 Obtencion del indculo virico

El indculo virico (cepa AST/89) para la infeccion experimental se preparo
a partir de higados de animales recién muertos, previamente inoculados con el
virus de la RHD. Los higados se homogeneizaron al 10% en PBS a pH 7,2 y se
sometieron a dos centrifugaciones sucesivas (500 xg durante 20 minutos vy
6.000 xg durante 30 minutos). El sobrenadante se filtré a través de un tamafo

de poro de 0,2 ym y se conservo en alicuotas a -80°C.

3.4.2 Titulacion del virus

Para titular el virus se empledé la técnica de hemoaglutinacién. Se
dispensaron 50 pl de SSF en todos los pocillos y 50 ul del sobrenadante filtrado
del homogeneizado de tejido hepatico en el primer pocillo. Posteriormente se
hicieron diluciones dobles seriadas en placas de microtitulaciéon de fondo en “V”
y se afiadieron 50 ul de una disolucion de globulos rojos humanos del tipo 0,
que fueron recogidos frescos en solucion de Alsever y se mantuvieron durante
8-10 horas. A continuacion se centrifugaron y lavaron con PBS. Tras una nueva
centrifugacion, los glébulos rojos se resuspendieron en PBS (0,5%). Las placas
se sellaron con una pelicula plastica adhesiva y se incubaron toda la noche a

4°C. La dilucion mas alta en la que se observdé hemoaglutinacion completa
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contiene una unidad hemoaglutinante en el volumen del in6culo virico

depositado (Figura 12).
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Figura 12. Titulacion del virus de la RHD por la técnica de hemoaglutinacion

3.4.3 Inoculacion de los animales y grupos experimentales

De los 30 conejos utilizados, 18 fueron inoculados por via intramuscular
con 2x10* unidades hemoaglutinantes de la cepa AST/89 del virus de la RHD
en un volumen total de 300 pl de SSF a las 21 horas. Como controles no
infectados se utilizaron 12 animales, que recibieron 300 pl de SSF. De los 12
animales que fueron utilizados como control, 6 (Control) recibieron inyecciones
del vehiculo (etanol al 5%) a las 0, 12 y 24 horas después de la infeccion (hpi),
y otros 6 (Control + Mel) recibieron una dosis de melatonina (Sigma, St Louis,
MO, USA) de 20 mg/kg a las mismas horas. La melatonina se diluy6 en etanol
absoluto y se hicieron posteriores diluciones en SSF hasta alcanzar una
concentracion de etanol del 5%, que fue la que se administré a los conejos a
través de una inyeccion intraperitoneal. Los 18 animales infectados con el
RHDV se dividieron en tres grupos experimentales, un grupo de 6 animales que

recibieron vehiculo (RHDV), otro grupo de 6 animales que recibieron
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melatonina a una dosis de 10 mg/kg (RHDV + Mel10) y otros 6 animales que
recibieron 20 mg/kg de melatonina (RHDV + Mel20), alas 0, 12 y 24 hpi.

Los grupos experimentales utilizados en nuestro estudio se resumen a

continuacion:

» Grupo de conejos control: Control

» Grupo de conejos control + melatonina: Control+Mel

» Grupo de conegjos infectados: RHDV

» Grupo de conejos infectados, tratados con melatonina a dosis de 10
Mg/kg de peso: RHDV+Mel10

» Grupo de conejos infectados, tratados con melatonina a dosis de 20
Mg/kg de peso: RHDV+Mel20

3.4.4 Recogida de muestras

Se recogieron de la vena marginal de la oreja muestras de sangre en
tubos heparinizados a las 12, 24 y 36 hpi. El plasma resultante de la
centrifugacion de la sangre durante 10 minutos a 2.500 xg a 4°C, se congelo6 a -
80°C para realizar las determinaciones de los parametros bioquimicos. Los
animales fueron sacrificados a las 36 hpi con una inyeccién intravenosa de
pentobarbital sédico e inmediatamente se realizdé la necropsia. El higado se
peso, se troced y se lavd en SSF frio, posteriormente se congeld por inmersion

en nitrégeno liquido y se conservoé a -80°C para determinaciones moleculares.
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3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Determinaciones en plasma
3.5.1.1 Actividad de la aspartato aminotransferasa (AST)

La actividad de la AST se determiné en plasma mediante una prueba
comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Los analisis se

llevaron a cabo en el laboratorio del Hospital de Leon.

La AST cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y acido alanin sulfinico a
piruvato y glutamato. En una segunda reaccion, el piruvato se hidroliza bajo la
accion de la piruvato oxidasa (POD) a acetilfosfato, anhidrido carbonico y
peréxido de hidrogeno (H20,). En presencia de POD, el H,O, oxida la forma

reducida e incolora del indicador a la forma azul.

La determinacion se realiz6 mediante tiras reactivas especificas para la
enzima, en las que se depositaron 32 ul de la muestra. A través de una
medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrén), se obtuvo

directamente la actividad enzimatica de la AST en U/I.

3.5.1.2 Actividad de la alanino aminotransferasa (ALT)

La actividad de la ALT se determiné en plasma mediante una prueba
comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Los analisis se

llevaron a cabo en el laboratorio del Hospital de Leon.

La ALT cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y alanina a piruvato y
glutamato. En una segunda reaccion, el piruvato se hidroliza bajo la accion de
la POD a acetilfosfato, anhidrido carbénico y H,O,. En presencia de POD, el

H»>O, oxida la forma reducida e incolora del indicador a la forma azul.
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La determinacion se realiz6 mediante tiras reactivas especificas para la
enzima, en las que se depositaron 32 ul de la muestra. A través de una
medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrén), se obtuvo

directamente la actividad enzimatica de la ALT en UJI.

3.5.2 Determinaciones en sangre
3.5.2.1 Concentracién de glucosa

Para determinar la concentracion de glucosa en sangre se utilizd un
dispositivo digital comercial (Glucocard Memory, Menarini Diagnostics)
mediante técnica electroquimica enzimatica de la glucosa oxidasa y la toma de
muestra (2 pl) por capilaridad en tiras reactivas. Se obtuvo la concentracién de

glucosa en sangre en mg/dl.

3.5.3 Determinaciones en higado

3.5.3.1 Obtencion de homogeneizado total

Se homogeneizaron 0,2 g de higado en 1 ml de tampdén Tris/HCI (10
mM; pH 7,4) y una mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF, aprotinina e

inhibidor de tripsina) (Roche Diagnostics GMBH, Manheim, Germany).

El homogeneizado obtenido se pasd a un eppendorf y se centrifugé a
12.000 xg durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. Se realizaron
alicuotas del sobrenadante en tubos eppendorf que se almacenaron hasta su
uso a -80°C.
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3.5.3.2 Obtencion de las fracciones citosdlica y nuclear

Para la obtencion de la fraccion citosdlica las muestras se
homogeneizan tal y como se describe en el apartado anterior, con una posterior
centrifugacion a 12.000 xg durante media hora y a 4°C. El sobrenadante que
resulta de dicha centrifugacion es recolectado y almacenado a -80°C hasta la

realizacion de las determinaciones analiticas.

La extraccion nuclear se lleva a cabo mediante lisis celular y posteriores

centrifugaciones.
Reactivos:

» Reactivo A: 10 mM Hepes NaOH (pH 7,9), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1
mM DTT, 1 mM PMSF.

» Reactivo B: 20 mM Hepes-NaOH (pH 7,9), 25% glicerol, 420 mM NacCl,
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA (pH 8), 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF.

= Nonidet: octilfenoxipolietoxietanol.

Para la obtencion de los extractos nucleares se homogeneizan 50 mg de
tejido en 2 ml de tampdn A con un 0,1% de Nonidet, utilizando potters y
vastagos autoclavados. Tras 15-60 minutos de incubacion en hielo se
centrifugan las muestras 10 minutos a 1000 xg a 4°C y se descarta el
sobrenadante resultante. El pellet se resuspende nuevamente en 2 ml de
tampdn A sin detergente, se agita vigorosamente en vértex y se centrifuga 10
minutos a 1.000 xg a 4°C. Al pellet resultante se le afnaden 50 pl de tampoén.
Posteriormente, se incuba en hielo durante 30 minutos y se centrifuga a 4°C
durante 15-30 minutos a 14.000 xg para recoger el sobrenadante que se

almacena a -80°C hasta su posterior analisis.
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3.5.3.3 Concentracién de proteina

Se utilizé la técnica descrita por Bradford (Bradford, 1976). El método
Bradford se basa en la unién cuantitativa de un tinte, Coommassie Brilliant
Blue, a una proteina desconocida y en comparar esta unidon a diferentes

cantidades de proteina estandar, albumina sérica bovina (BSA).

El Coomassie Brilliant Blue es un pigmento de tipo trifeniimetano
amonico, que se une de forma no covalente a los restos de lisina de las

proteinas.
Reactivos:

= Solucion de BSA patron (0,5 mg/ml) (Sigma-Aldrich).
= H,O milliQ

» Coomassie Brilliant Blue solution Bradford (Bio-rad).

Se preparo la curva patrén y las muestras problema por triplicado en una
placa de 96 pocillos. La mezcla de reaccidn se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad y se ley6 la absorbancia a 595 nm. La

concentracion se expresa en mg de proteina/ml.

3.5.3.4 Concentracién de sustancias reactivas al dcido tiobarbitiurico (TBARS)

La cantidad de productos aldehidicos generados por la peroxidacion
lipidica se cuantific6 midiendo la concentracion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS). Para este propdsito se utilizé una cantidad final de
proteina de 3 mg por muestra. Las muestras fueron incubadas a 90°C durante
30 minutos después de afiadir 500 ul de 0,37% de acido tiobarbiturico en 15%
de acido tricloroacético, posteriormente se centrifugd a 4°C a 2.000 xg durante
15 minutos. La absorbancia espectrofotométrica se determiné en el

sobrenadante a 535 nm. Como blanco se utilizé la mezcla de incubacion.
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3.5.3.5 Concentracién de glutation reducido (GSH)

Fundamento:

Se siguio el procedimiento descrito por Hissin y Hilf (1976), basado en la
reaccion especifica del GSH con el optaldehido (OPT) a pH 8,0 formandose un
producto altamente fluorescente que se activa a 350 nm con un maximo de
emision a 420 nm. Para ello, se utilizaron los sobrenadantes de
homogeneizados hepaticos preparados con 0,2 g de tejido en tampon fosfato
s6dico/EDTA (0,1 M); pH 8,0 y H3PO4 al 25% y centrifugados a 100.000 xg

durante 30 minutos a 4°C.
Método:

Se incubd, a temperatura ambiente y durante 15 minutos, la siguiente

mezcla:

= 1,8 ml de tampdn fosfato/ EDTA (0,1 M; pH 8,0)
= 0,1 ml de homogeneizado diluido (0,5 ml en 4,5 ml del mismo tampdn)
» 0,1 mlde OPT (7,5 uM)

Se midi6é la fluorescencia en un espectrofluorimetro a 350 nm de
excitacion y 420 nm de emision. Como blanco reactivo se utilizé la mezcla de
incubacién sustituyendo los 100 pl de muestra diluida por tampodn
fosfato/EDTA.

Para el calculo de las concentraciones se realizd una recta patrén con

soluciones crecientes de GSH de 0,81 a 32,54 nM.
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3.5.3.6 Concentracién de glutatiéon oxidado (GSSG)

Fundamento:

Se determind segun el método de Hissin y Hilf (1976), con algunas
modificaciones. Dicho método se basa en la reaccion del GSSG con el
fluoréforo OPT a pH 12; a este elevado pH del medio, la conversion de GSH a
GSSG es practicamente nula. Para la realizacion de la técnica, se utilizaron los
mismos sobrenadantes de homogeneizados hepaticos descritos en el apartado

anterior.
Método:

Se introdujeron, en tubos de rosca, 0,5 ml de vinilpiridina y 1 ml de
sobrenadante de homogeneizado hepatico. La mezcla se agitdé vigorosamente
durante 30 minutos. Posteriormente, se anadieron 9 ml de NaOH (0,1 N) y se

agité de nuevo.
Se incubaron, a temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad:

= (0,1 ml de la mezcla anterior
= 1,8 ml de NaOH (0,1 N)
= 0,1 mlde OPT (7,5 uM)

Se midié la fluorescencia en un espectrofluorimetro a 350 nm de
excitacion y 420 nm de emision. En el blanco reactivo se sustituyeron los 0,1 ml
de la mezcla con la muestra por NaOH (0,1 N), con el fin de estimar la
fluorescencia debida a la vinilpiridina. Para el calculo de las concentraciones se
realizd una recta patrén con soluciones crecientes de GSSG de 0,33 a 1,63
mM.
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3.5.3.7 Actividad de la glutatién S-transferasa (GST)

Fundamento:

Se determiné utilizando la reaccion del glutation con 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) (Habig y cols., 1974), un sustrato de amplio espectro

para la actividad catalitica de todas las isoformas de GST.
Método:

La mezcla de incubacion contenia, en un volumen final de 1 ml, las

siguientes sustancias:

= Tampon fosfato sédico (0,2 mM; pH 6,5)
= CDNB (20 mM)
= GSH (20 mM)

Dicha mezcla se incubé a 25°C durante 3 minutos y posteriormente se
afadid la muestra (fraccion citosdlica), y se monitorizd el incremento de

absorbancia a 340 nm durante 3 minutos.

La actividad GST se calculé considerando un coeficiente de extincion
molar del CDNB de 9,6 nM'cm™. Los valores se expresaron en nmol de CDNB

formados/mg de proteina y minuto.

3.5.3.8 Actividad de la glutatién peroxidasa (GPx)

Fundamento:

La actividad GPx se determind segun el método de Flohé y Glntzler
(1985). La determinacion espectrofotométrica de la actividad GPx conlleva la
medida de la oxidacion de NADPH por la GR.
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Dicha oxidacion puede ser registrada espectrofotométricamente a 340

nm.
Método:
La mezcla de incubacion contenia:

= 50 ul de tampodn fosfato (0,1 M; pH 7,0)

= 50 ul de muestra (fraccién citosdlica hepatica)
= 100 ylde GR (2 U)

= 50 yl de GSH (40 mM)

= 50 ul de NaN3 (20 mM)

»= 50 yl de NADPH (2,4 mM)

Se determind la variacion de la absorbancia a 340 nm, inducida por el
consumo de NADPH que no depende del hidroperodxido, tras la incubacion de
la mezcla durante 5 minutos a 25°C. Posteriormente, se afadieron 100 ul de la
solucion de H;O, 2 mM y se registr6 nuevamente la disminucién de la
absorbancia a la misma longitud de onda. Como blanco se utilizé la mezcla de

incubacion.

El coeficiente de extincién molar del NADP+ es de 6,2 mM™” x cm™. La
concentracion se obtuvo de la forma siguiente:
AAbsorbancia — Aabsorbancia blanco

6,2
Tiempo (segundos)

X Factor de dilucion

x 1000
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3.5.3.9 Actividad de la superoxido dismutasa (SOD)

Fundamento:

La actividad SOD se midi6 por la técnica de Misra y Fridovich (1972). Se
basa en la inhibiciéon por la SOD de la formacion de adenocromo en la

autooxidacion de la epinefrina.

La SOD se puede medir espectrofotométricamente siguiendo el cambio

de absorbancia de la epinefrina a 480 nm.
Método:
La mezcla contenia:

» 750 ul de tampodn bicarbonato 0,05 M EDTA 2 mM a pH 10,2
= 100 pl de muestra (fraccion citosdlica hepatica o fraccion mitocondrial)

= 150 pl de epinefrina 4 mM

Se determiné la variacion de absorbancia durante 3 minutos a 480 nm

inducida por la formacién de adenocromo a partir de epinefrina.

Se realiz6 una curva patréon de SOD para determinar la cantidad de

enzima presente.

3.5.3.10 Western blot

La determinacion de las proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de
Western blot utilizando el sistema de Laemmli publicado en 1970 (Laemmli,
1970).
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Reactivos:

Solucion de ebullicion: H;O; Tris/HCI 2 M; glicerol 60%, SDS 10%;
pirrolina 0,5%.

Tampon de electroforesis: Tris 25 mM; glicina 0,2 M; SDS 3,5 mM; pH
8,8.

Tampédn de transferencia: Tris 25 mM; glicina 0,2 M y metanol 20%.
PBS: NaCl 0,14 M; KH,PO4 8 mM; KCI 2,7 mM.

PBS-Tween 0,05%

Solucién de bloqueo y de incubacién de anticuerpos: 1-5% de leche en

polvo desnatada en PBS-Tween.
1) Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se tomaron entre 10-50 ug de proteina a la que se le anadié solucién de

ebulliciéon y se incubé 2 minutos a 100°C. A continuacion se realizd una

electroforesis en gel de poliacrilamida (entre 9-15%) en tampdén de

electroforesis.

Para la realizacion del gel se preparé la siguiente mezcla (para 12%):

3 ml de mezcla acrilamida/bisacrilamida (Sigma, Chemical Co. San
Louis, USA).

4,75 ml de tampédn Tris/HCI 0,75 M, pH 8,8

0,5 ml de SDS al 10%

0,43 ml de persulfato amonico al 1%

0,3 ml de TEMED al 1%

1 ml de agua milliQ
2) Transferencia

Las proteinas ya separadas se transfirieron a unas membranas de PVDF

(fluoruro de polivinilideno, Millipore, Bedford, MA, USA) para permitir su

exposicion a los anticuerpos. Para realizar la transferencia se utilizé un sistema

103



Tesis doctoral: Almudena Laliena Izquierdo

semiseco a 13 V durante 20 minutos. Después se bloquearon las membranas

en solucion de bloqueo durante 30 minutos a 37°C.
3) Incubacién con anticuerpo primario.

Las membranas se incubaron toda la noche con cada uno de los
siguientes anticuerpos especificos: Nrf2, Bcl-2, Bcl-xL, Fas-L, PARP-1, Cit-c,
laminina, TLR4, DAF, HGF, c-Met (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), JNK,
p-JNK, STAT-3, p-STAT-3, ERK1/2, p-ERK1/2 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), c-FLIP, TNF-R1 (Abcam, Cambridge, UK) y B-actina
(Sigma, St Louis, MO, USA), con diluciones entre 1:200 y 1:2.000.

Transcurrido este periodo, se lavaron las membranas tres veces durante
10 minutos en PBS-Tween. Posteriormente, se incubaron 1 hora con un
anticuerpo anti conejo, ratébn o cabra (segun el anticuerpo primario) (Dako,

Glostrup, Denmark). Finalmente, se volvieron a lavar 3 veces en PBS-Tween.
4) Revelado

La deteccion de la proteina se realizé por quimioluminiscencia utilizando
ECL (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) exponiendo las membranas
durante 1 minuto a la mezcla reactiva comercial. Posteriormente, se
introdujeron en un cassette junto con una pelicula (Amersham Hyperfiim ECL,
UK) durante aproximadamente 5 minutos. Tras el revelado y secado de la
pelicula se llevd a cabo la cuantificacion de las bandas por densitometria

utilizando un software comercial (Scion Image, Maryland, MA, USA).

3.5.3.11 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)

La determinacion de la activacion del factor de transcripcion Nrf2 se
realizd mediante la técnica EMSA (del inglés: “electrophoretic mobility Swift

assay’).
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Los extractos nucleares fueron obtenidos segun el método descrito
anteriormente. Se examiné la activacion del factor de transcripciéon Nrf2 usando

el oligonucledtido especifico:
5'—-TGG GGA ACC TGT GCT GAG TCA CTG GAG - 3
3'-ACC CCT TGG ACA CGA CTC AGT GAC CTC -5

La sonda se marco con polinucledtido quinasa T4. La reaccion de union
incluia 10 pg de proteina nuclear en buffer de incubacion (50 mmol/l Tris-HCI
(pH 7,5), 200 mmol/l NaCl, 5 mmol/ EDTA, 5 mmol mercaptoetanol; 20%
glicerol y 1 ug de poli(dI-dC)). Después de 15 minutos en hielo se anadi6 el
oligonucledtido (2ul) marcado y se incubd durante 20 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla fue sometida a electroforesis a través de un gel de
poliacrilamida al 6% durante 90 minutos a 150 V a 4°C. El gel se sec6 en un
desecador de geles y se sometid a auto-radiografia durante toda la noche a -
80°C. Se introdujo en un cassete heremético con una pelicula de alta

sensibilidad (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA).

Con el fin de verificar que los resultados del EMSA no se deben a
uniones inespecificas, se llevaron a cabo experimentos de competicion
utilizando un control negativo, que contiene todos los reactivos excepto la
muestra y un competidor no especifico, para el que se usé un oligonicleétido

diferente a la secuencia citada anteriormente.

3.5.3.12 Extraccion, purificacion y cuantificacion del ARN

Para la extraccion de ARN total se utilizd el reactivo Trizol (Life
Technologies, Carisbad, CA, USA), solucién monofasica formada por una
mezcla de fenol e isotiocianato de guanidina. Este reactivo es capaz de
provocar la ruptura celular y disolver todos los componentes celulares a la vez

que mantiene la integridad del ARN.
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Reactivos:

» Trizol®LS

= Cloroformo (Sigma-Aldrich)

= Alcohol isopropilico (Sigma-Aldrich)

= Etanol al 75% en agua con DEPC

= Agua libre de ARNasas (Ambion, Austin, USA)

La extraccion de ARN se llevo a cabo en diferentes pasos:

El tejido se homogeneizé afiadiendo 750 pl de Trizol por cada 100 mg de
tejido hepatico. A continuacion se incub6 durante 5 minutos a 15-30°C para la
completa disociacién de los complejos de nucleoproteina. Seguidamente, se
afiadieron 200 ul de cloroformo y se agitdé vigorosamente durante unos 15

segundos, dejandose incubar nuevamente durante 5 minutos a 25°C.

El homogeneizado obtenido se centrifugd a 4°C durante 15 minutos a
12.000 xg, obteniéndose asi tres fases: una fase inferior organica de color rosa
que contiene proteinas, ADN y fenol, una fase intermedia con fenol y
cloroformo y una fase superior acuosa incolora en la que se encuentra el ARN

en suspension.

A la fase acuosa obtenida se le afiadié 0,5 ml de alcohol isopropilico y se
mezclé por inversion. A continuacion se incubd durante 10 minutos a 25°C y se

centrifugé a 4°C durante 10 minutos a 12.000 xg.

El ARN precipitado en forma de pellet se lavé con 1 ml de etanol al 75%.
Para ello se agitd en vortex y se centrifugd nuevamente a 4°C durante 5

minutos a 7.500 xg.

El pellet de ARN se dejé secar al vacio durante 30 minutos, dejando asi
que se evaporasen los restos de trizol, cloroformo, isopropanol y etanol. A
continuacion, al ARN se resuspendié en agua libre de ARNasas. Finalmente,

se incubo a 55°C durante 10 minutos y se almaceno a -80°C.
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La pureza del ARN se estim6 espectrofotométricamente mediante las
lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda, aplicando la

siguiente formula:
Pureza= A260/A280

Para la cuantificacion del ARN total se utilizé un NanoDrop.

3.5.3.13 Tratamiento del ARN con ADN-asas

Se utilizé el kit RQ1 RNase-free DNase (Promega, Madison, WI, USA)
con el fin de degradar las cadenas de ADN simples y dobles, en presencia de

Mg>", y asi poder disponer de oligonucledtidos con extremos 3°-OH libres.
Los reactivos utilizados fueron:

= Tampoén RQ1 ADNasa 10x: Tris HCI 400 mM, pH 8; MgSO4 100 mM;
CaCl, 10 mM
= ADNasa libre de ARNasa RQ1

= ADNasa RQ1 Stop Solution 20 mM 4&cido etilén glicol tetraacético
(EGTA), pH 8

El tratamiento de ADNasas se llevo a cabo al mezclar los siguientes

volumenes:

» 2 pugdeARN
» Enzima ADNasa libre de ARNasa (1 U/ ug ARN)
= Tampdén RQ1 ADNasa 10x

La mezcla de reaccién se completd con agua libre de nucleasas hasta
un volumen final de 50 ul. A continuacion, se incubdé a 37°C durante 30

minutos, tras los cuales se anadié 1 ul de ADNasa RQ1 Stop Solution para
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parar la reaccion. Seguidamente, se incubd de nuevo a 65°C durante 10

minutos para activar asi las ADNasas.

3.5.3.14 Reaccion de la transcripcion reversa

Se utiliz6 el sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
biosystems, Foster City, CA, USA), basado en la capacidad de la transcriptasa
reversa para sintetizar una cadena complementaria de ADN (ADNCc) a partir de
una secuencia molde de ARN. Para ello, se utilizaron cantidades idénticas de
ARN total de cada uno de los animales de los diferentes grupos

experimentales, realizandose en paralelo un control negativo.
Reactivos:

Tampén RT-PCR 10x: Tris HCI 100 mM; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM; pH
8,3

» Mezcla de desoxinucleotidos trifosfato (ANTP) 25x
» |niciadores (mezcla de nucledsidos) 10x

» Transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/ml)

* |nhibidor de ARNasas (1 U/ml)

» Agua tratada con DEPC

Con el fin de desnaturalizar las posibles estructuras secundarias del
ARN Yy facilitar el anillamiento de los iniciadores, se incubaron 10 ug de ARN a
25°C durante 10 minutos seguido de una posterior incubacién a 37°C durante 2

horas. A continuacion, se afnadieron los siguientes reactivos:

= 10 pl de tampdén RT-PCR
» 4 pl de mezcla de dNTP
= 10 yl de iniciadores

= 2 ul de la enzima transcriptasa reversa MultiScribe
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» 1 pl de inhibidor de ARNasas

La mezcla de reaccion se completé con agua tratada con DEPC hasta
un volumen final de 50 ul, manteniéndose a temperatura ambiente durante 10

minutos e incubandose posteriormente a 37°C durante 2 horas.

El ADNc obtenido se congeldo a -20°C hasta el momento de su

utilizacion.

3.5.3.15 Reaccién en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real (RT-PCR)

La PCR se realizé segun el procedimiento descrito por Mullis y Faloona
(Mullis y Faloona, 1987) y por Saiki y cols. (Saiki y cols., 1989), basado en el

proceso natural de replicacion del ADN con amplificacion ciclica.

Partiendo de una molécula de ADN diana es posible amplificar una
secuencia especifica contenida en ella mediante la utilizacion de

oligonucledtidos iniciadores disefiados a tal efecto.

El método consta de tres etapas: desnaturalizacidén, anillamiento vy
elongacion, efectuados de forma sucesiva en unas condiciones controladas de

temperatura y de tiempo.

En el presente estudio, se realizé la metodologia de la PCR cuantitativa
a tiempo real (RT-PCR) para la estimacion de la concentracion de ARNm.
Como gen housekeeping, para normalizar los resultados, se utilizé el gen

GADPH que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Reactivos:

» Fast Start Universal Master Mix (Roche Applied Science, Basilea, Suiza)
= Sybergreen PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems, Weiterstadt,

Alemania)
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Iniciadores (Tib Molbiol, Berlin, Alemania)

Agua libre de nucleasas (Ambion, LIfe Technologies)

En una placa de 96 pocillos se preparé la siguiente mezcla de reaccion

con un volumen final de 25 pl:

a) Syber Green

1 ul de iniciadores (sentido y antisentido)

1 ul de ADNc

12,5 pl de Sybergreen PCR Master Mix (Roche Applied Science, Basilea,
Suiza)

10,5 pl de agua libre de nucleasas (Ambion, Life Technologies).

Los oligonucledtidos utilizados en la RT-PCR como iniciadores en la

amplificacion de fragmentos correspondientes a cada gen fueron los siguientes:
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b) Tagman

1 yL de sonda primer del gen especifico (Applied Biosystems, Life
Technologies)

1 gl de sonda primer del gen control (Applied Biosystems, Life
Technologies)

1 ul de ADNc

10 ul de Fast Start Universal Master Mix (Roche Applied Science,
Basilea, Suiza)

7 ul de agua libre de nucleasas (Ambion, Life Technologies).
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Gen Sentido Antisentido
Mn-SOD 5'GGGTTGGCTCGGCTTCA 3° 5'CGCACACGCAGCAATCTG 3’
Cu,Zn-SOD 5'ACCATCCACTTCGAGCAGAAG 3’ 5'GTCCTGTTATGCGTCCCTTGA 3°
GPx 5'CAAGGTGCTGCTCATTGAGAAT 3’ 5'GTGTAGTCCCGGACCGTAGTG 3
GST 5'CAGTGCGATCGCCAGCTT 3 5'GGCTGCTGATTCTGGTTTTCA 3’
HMGB1 5’ CTTTGTGCAAACTTGCCGG 3° 5 TCACCAATGGACAGGC 3
HGF 5" CGGTAAAGACCTACAGGAAAACT 3 5" ACGGTCCCCCTTCT 3
C-Met 5 CTGGGCACCGCAAGATA 3 5 GGATGCCAGGTGCAA 3’
EGF 5 GTCTGGCCCCCAGCTA 3° 5 CGTAAGATGGTCGAT 3
EGFR 5 CGAGACCTGTGCTATGCAA 3’ 5 TGGAGGTTCCAAAAA 3°
PDGF-B 5 TGCGAACGCAATCT 3’ 5 TACAAGTCTGTTGAGGTGAT 3’
PDGFR-B 5’ CTCCGATGCCTACTACGTCTACA 3° 5 CACAGAGACGTTG 3
VEGFR 5 AGGAAGGAGGACGAAGGTCTCTA 3° 5’ CTCTCACACAGCCAAGGACACT 3’
B-actina 5" GGCATCCTGACGCTCAA 3’ 5 CAGTTGGTCACGAT 3’
GADPH 5'GGCAAAGTGGAGGTTGTCGCC 3° 5'CCCGTTCTCAGCCTTGACCGT 3°

Tabla 2. Secuencias especificas utilizadas para la RT-PCR por Syber Green.

Gen Sonda primer
TLR4 NM_001082732 0c03398503_m1
IL-18 NM_001082201 0c03823250_s1
CRP NM_001082265 0c04097105_s1
IL-6 NM_001082064 0c04097052_m1
TNF-a EF_472913 0c03396507_m1
VEGF AF_022179 0c03395999_m1
MMP-9 NM_001082203 0c03397520_m1
GADPH NM_001082253 0c03823402_g1

Tabla 3. Sondas especificas utilizadas para la RT-PCR por Tagman.
Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:

= Etapa inicial de desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C
» Etapa de desnaturalizacion de 15 segundos a 95°C

= Etapa de anillamiento/elongacion de 1 minuto a 60°C
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Las etapas 2 y 3 se repitieron a lo largo de 50 ciclos. Cada experimento
incluyd un control negativo de cada una de las muestras de ARN que no fueron
sometidas a la transcripcion reversa. Dicha muestra no dio lugar a producto de
PCR alguno, confirmandose la ausencia de ADN gendémico extrafio o producto
de PCR que pudiera haber contaminado la muestra previamente. La
amplificacion se llevo a cabo en el termociclador ABI 7000 Sequence Detection

System (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Los cambios relativos en la expresion génica se determinaron mediante

el calculo del 2744¢t,

3.5.3.16 Estudio inmunohistoquimico

Para los estudios de la expresion inmunohistoquimica se realizaron
cortes de tejido de 4 uym que se tifieron por el método de la peroxidasa-
antiperoxidasa (Sternberg y cols., 1970). La peroxidasa endogena es
bloqueada por inmersion de las secciones histoldgicas, durante 10 minutos, en
peroxido de hidréogeno al 3% en metanol preparado en el momento, seguido
por tratamiento con tripsina al 1% en cloruro calcico (pH 7,8) durante 10
minutos a 37°C. Las secciones se lavaron con agua corriente y se aclararon
con un tampon de solucién salina/Tris con el 1,6% de NaCl (TST) y se
incubaron con una mezcla al 10% (v/v) de un suero de cabra normal y al 3%
(p/v) de albumina sérica bovina en TST, durante 15 minutos. Después del
secado, las secciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con
anticuerpos especificos frente a Nrf2 (SantaCruz Biotechnology, CA, USA) o
caspasa 3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Varias secciones
de cada grupo de experimentos se emplearon como controles séricos mediante
la omisidn del suero inmune primario y su sustitucion con suero preinmune.
Posteriormente, se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario diluido
1:4.000; mas tarde, se aplicd el sistema de deteccidn de inmunohistoquimica

formado por la inmunoglobulina anticonejo biotinilada y el conjugado
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estreptavidin peroxidasa. Ambos reactivos detectan el antigeno presente en el
tejido reaccionando con el anticuerpo primario. Para que esta reaccion fuera
visualizada se aplicdé una gota de solucidon sustrato cromodgena
diaminobencidina liquida (DAB) al 0,1% durante 10 minutos a temperatura

ambiente utilizando como colorante de contraste la hematoxilina.

3.5.3.17 Actividad de las caspasas 3,8y 9

Fundamento:

Para su cuantificacion se empled una técnica fluorogénica. Se utilizé un
sustrato compuesto por una secuencia peptidica reconocida por la caspasa 3
(N-acetil-aspartil-glutamil-valil-aspartato amida, Ac-DEVD), dicho péptido esta
conjugado con un compuesto fluorescente basado en la cumarina denominado
7-amino-4-metil cumarina. El conjugado Ac-DEVD-AMC no tiene capacidad
fluorescente, pero cuando es roto por accion de la caspasa 3 activa, el

producto resultante emite fluorescencia que puede ser cuantificada.
Método:

Una vez obtenidos homogeneizados hepaticos, estos se incubaron
durante una hora a 37°C, en un tampon Hepes 20 mM, glicerol 10%, DTT 2
mM, pH 7.5, que contenia 100 uM del sustrato fluorogénico especifico 7-amino-
4-metilcumarina N-acetil-L-aspartil-L-glutamil-L-valil-L-aspartico amida (Ac-
DEV-AMC), 7-amino-4-trifluorometilcumarina N-acetil-L-isoleucil-L-glutamil-L-
treonil-L-aspartico amida (Ac-IETD-AFC) y 7-amino-4-metilcumarina N-acetil-L-
leucil-L-glutamil-L-histidil-L-aspartico amida (Ac-LEHD-AMC) para las caspasas

3, 8 y 9 respectivamente (Alexis Biochemicals, San Diego, California, EE.UU.).

El procesamiento de los sustratos fluorogénicos se monitorizé por medio
de un lector de microplacas (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Bio-

Tek Instruments, Inc.) a unas longitudes de onda de excitacion/emisién de
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360/460 nm para la actividad de la caspasa 3, 400/505 nm para la actividad de
la caspasa 8 y 380/505 nm para la caspasa 9. La actividad se expres6é como
unidades arbitrarias de fluorescencia por miligramo de proteina por minuto de

incubacion (UAF/mg prot/min).

3.5.4 Tratamiento estadistico

Para la expresion de los resultados se calculo el valor de la media y el

error estandar de la media (E.E.M.).

Para el analisis estadistico de los resultados se realizo el test de analisis
de varianza (ANOVA). Ademas, en aquellos grupos donde aparecian
diferencias significativas, se realizé posteriormente el test de Newman-Keuls.

Se considerd que existian diferencias significativas cuando p<0,05.

Para el tratamiento de los datos y su analisis estadistico se utilizd el
software comercial SPSS+ vrs.19.0 (IBM, Chicago, lllinois, EE.UU.).
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Resultados

4.1 Efectos del RHDV y la melatonina sobre diversos parametros
plasmaticos y marcadores de estrés oxidativo

En el FHF se produce una marcada necrosis hepatica que se refleja por
el aumento de transaminasas en plasma. En nuestro modelo la actividad de las
enzimas AST y ALT aumento en el grupo de animales infectados con el RHDV
en comparacion con el grupo de animales control. El tratamiento con
melatonina previno estos efectos de forma dependiente de la concentracién
(ALT, RHDV+Mel10: -49%, RHDV+Mel20%: -79%; AST, RHDV + Mel10: -55%,
RHDV+Mel20: -85%) (Figura 13).
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Figura 13. Actividad plasmatica de ALT y AST en los diferentes tiempos de estudio
(12, 24 y 36 hpi). Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. ?P<0,05 con respecto al
grupo RHDV. °P <0,05 con respecto al grupo RHDV + Mel 10.

Una gran parte de pacientes con FHF muere con una importante
deplecidn en la concentracion de glucosa en sangre. Los niveles de glucosa en
sangre se midieron a diferentes tiempos durante la infeccion. Los resultados
obtenidos muestran una disminucion en la concentracion glucosa provocada
por la infeccién por RHDV, y que fue prevenida por la melatonina tanto a la

dosis de 10 como a la de 20 mg/Kg (Figura 14).
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Figura 14. Concentracion de glucosa en sangre en los diferentes tiempos de estudio
(12, 24 y 36 hpi). Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. ?P<0,05 con respecto al
grupo RHDV.

En este estudio, se determinaron las concentraciones de TBARS, GSH y

GSSG, como marcadores de estrés oxidativo.

Como puede observarse en la Figura 15, la concentracion hepatica de
TBARS fue significativamente mayor en conejos del grupo RHDV, mientras que
los valores disminuyeron significativamente en los animales que recibieron
melatonina (RHDV+Mel10: -47%; RHDV+Mel20: -40%) hasta alcanzar valores

similares a los del grupo control.
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Figura 15. Concentracion hepatica de TBARS en los diferentes grupos de estudio.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

El GSH disminuy6 significativamente en los animales infectados (-35%),

mientras que se produjo un aumento significativo en la concentracion de GSSG
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(+53%). La infeccién experimental se tradujo un aumento significativo en la
relacion GSSG/GSH (137%). Estos efectos fueron evitados de forma parcial en
el grupo RHDV+MEL10 (GSSG/GSH: -34%, GSH: +44%), y de forma casi
completa en el grupo RHDV+MEL20 (GSSG/GSH: -57%, GSH: + 71%) (Figura
16).
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Figura 16. Relacién hepatica GSSG/GSH de los diferentes grupos de estudio.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

4.2 Efectos del RHDV y la melatonina sobre la expresion y actividad de
diversas enzimas antioxidantes

Con el fin de comprobar los efectos sobre el estado antioxidante de los
animales infectados por el RHDV, asi como de la administracion de la
melatonina, se determind la actividad enzimatica de las formas mitocondrial y
citosdlica de la SOD, Mn-SOD y Cu-Zn-SOD, respectivamente. En el grupo
RHDV disminuyé de forma significativa la actividad de la Mn-SOD (-44%). La
melatonina fue capaz de evitar este cambio, tanto en el grupo RHDV+Mel10
(+48%) como en el grupo RHDV+Mel20 (+62%), como se muestra en la Figura
17. La actividad de la Cu-Zn-SOD aumenté un 40% en el grupo de conejos
infectados con el RHDV. Este efecto fue parcial o totalmente prevenido por la
administracion de melatonina tanto a la dosis de 10 como de 20 mg/kg (-19% y
-26%, respectivamente) (Figura 17). Para determinar si los cambios eran a

nivel transcripcional se realizaron RT-PCR para ambas enzimas, y los
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resultados mostraron una induccién en la expresiéon de la Mn-SOD y una

represion de la Cu,Zn-SOD provocado por la melatonina (Figura 18).
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Figura 17. Actividad hepatica de las enzimas antioxidantes Mn-SOD, Cu,Zn-SOD,
GPx y GST en los diferentes grupos de estudio. La actividad se expresa como
unidades de fluorescencia por miligramo de proteina por minuto de incubacién.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
®P<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Las actividades de la GPx y de la GST se redujeron significativamente
en el grupo RHDV respecto al grupo Control (-75% y -16%, respectivamente).
Los cambios en ambas enzimas fueron evitados por la melatonina de manera
dependiente de la concentracion (GPx, RHDV+Mel10: +181%, RHDV+Mel20:
+264%; GST, RHDV+Mel10: +9%, RHDV+Mel20: +13%) respecto al grupo
RHDV (Figura 17). Los resultados de la expresion relativa de ambas enzimas

se corresponde con su actividad (Figura 18).
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Figura 18. Contenido de ARNm de las enzimas antioxidantes Mn-SOD, Cu,Zn-SOD,
GPx y GST en los diferentes grupos de estudio expresado como % respecto al
grupo Control. Valores medios = E.E.M. de 3-6 conejos. P<0,05 con respecto al

grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV. p<0,05 con respecto al grupo
RHDV+Mel10.

4.3 Efectos del RHDV y la melatonina sobre la expresion y activacion
del Nrf2

Para determinar la participacion del factor Nrf2 en la regulacién génica
de las enzimas antioxidantes se midieron los niveles de proteina por Western
blot. Los datos obtenidos indican que la melatonina induce una mayor
expresion del factor de transcripcion Nrf2 tanto en el citosol como en el nucleo
de las células hepaticas de conejos infectados con el RHDV vy tratados con
melatonina. Este efecto fue aun mayor en los animales que recibieron
melatonina a la dosis mas alta, y en especial en la fraccion nuclear (Nrf2
citosdlico, RHDV+Mel10: +10%, RHDV+Mel20: +154%; Nrf2 nuclear,
RHDV+Mel10: +97%, RHDV+Mel20: +202%) (Figura 19). Para comprobar in
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situ la expresion de Nrf2 se realiz6 una inmunohistoquimica que reveld un

gura 20. Detgaeadonmnesenrtenlinite laeexpresianice NFatien des faigader de los conejos

anscripcion Nrf2.eP lo, iferenl{es gla.ué)os de estuFi?. Aumentos: 400x. . .
infectados y tratados con melatonina con respecto a los conejos infectados no

tratados (Figura 20).
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Figura 19. Expresion hepatica del factor de transcripcién Nrf2 en la fraccién
citosodlica y nuclear. El panel superior muestra los Western blots representativos de
los diferentes grupos de estudio. El panel inferior muestra el analisis densitométrico
expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios £ E.E.M. de 3-6
conejos. ®P<0,05 con respecto al grupo Control. ®P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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En condiciones normales el Nrf2 se encuentra en el citosol inhibido por
la proteina represora asociada Keap1, lo que fomenta su permanente
degradacion. En este estudio se midio la cantidad de proteina en el higado de
los conejos mediante western blot y no se encontraron diferencias significativas

entre los diferentes grupos de estudio en la cantidad de proteina (Figura 21).
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Figura 21. Expresion hepatica de la proteina Keapl. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Finalmente, para comprobar si la translocacion nuclear de Nrf2 estaba
acompanada por su unién a la region ARE en sus genes diana, se realizé un
EMSA que puso de manifiesto que la capacidad de Nrf2 para unirse a ARE
aumentaba significativamente en los animales tratados con melatonina

respecto a los animales infectados no tratados (Figura 22).
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Sonda libre

Figura 22. Activacion del factor Nrf2 y su union a ARE. EMSA representativo de los
diferentes grupos de estudio.

4.4 Efecto del RHDV y la melatonina sobre la inflamacion hepatica

La activacion de TLR4 puede activar las cascadas de mediadores
proinflamatorios y, por tanto, agravar el dafo en multiples formas de
enfermedad hepatica aguda. En este estudio se constaté que la administracion
de melatonina atenua significativamente el aumento de expresion de ARNm de
TLR4 producido por el RHDV (RHDV+Mel10: -20%, RHDV+Mel20: -57%)
(Figura 23).
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Figura 23. Contenido de ARNm de la proteina TLR4 en los diferentes grupos de
estudio expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios £ E.E.M. de
3-6 conejos. 2P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

La melatonina también indujo una disminucién significativa en los niveles
de la proteina TLR4 en el higado (RHDV+Mel10: -32%, RHDV+Mel20: -36%)
(Figura 24).
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Figura 24. Expresion hepatica de la proteina TLR4. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.

Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
®p<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

HMGB-1 es una proteina nuclear que se libera en durante el dano

celular, y es un marcador de necrosis; en numerosos pacientes de FHF se ha
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encontrado una elevada concentracion de esta proteina. La expresion hepatica
de HMGB-1, cuya unién a TLR4 media sus efectos en el dafio hepatico,
aumenta significativamente en los conejos infectados, mientras que se
mantiene en valores similares al control en los conejos tratados con ambas
dosis de melatonina (RHDV+Mel10: -81%, RHDV+Mel20: -83%) respecto al
grupo RHDV (Figura 25).
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Figura 25. Contenido de ARNm de la proteina HMGB-1 en los diferentes grupos de
estudio expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios = E.E.M. de
3-6 conejos. 2P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Por otro lado, determinamos la expresion de DAF, una molécula que
modula la interaccién entre los TLRs y el complemento. En los conejos
afectados por la RHD la concentracion de proteina del DAF se encuentra
disminuida de forma muy marcada, mientras que en los conejos infectados y
tratados la melatonina se mantienen valores similares a los del grupo control
(RHDV+Mel10: +196%, RHDV+Mel20: +110%) respecto al grupo RHDV
(Figura 26).
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Figura 26. Expresion hepatica de la proteina DAF. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Se ha demostrado que las citoquinas proinflamatorias juegan un papel
clave en la lesion hepatica aguda de diversas etiologias. En este estudio
constatamos que los niveles de ARNm de la IL-6, la IL-18 y el TNF-a se
elevaron de forma muy significativa en el higado de los conejos infectados en
comparacion con el grupo control, y que el tratamiento con melatonina resulté
en una disminucion significativa en la expresion de todas estas citoquinas (IL-6,
RHDV+Mel10: -52%, RHDV+Mel20: -71%; IL-13, RHDV+Mel10: -21%,
RHDV+Mel20: -32%; TNF-a, RHDV+Mel10: -35%, RHDV+Mel20: -67%)
respecto al grupo RHDV. EI RHDV aument6 asi mismo la expresion hepatica
de la proteina C reactiva (CRP), efecto que fue evitado en parte en los conejos
infectados tratados con melatonina (RHDV+Mel10: -63%, RHDV+Mel20: -62%)
(Figura 27).
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Figura 27. Contenido de ARNm de IL-1B, IL-6, TNF-a y CRP en los diferentes
grupos de estudio expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios +
E.E.M. de 3-6 conejos. ®P<0,05 con respecto al grupo Control. ®°P<0,05 con
respecto al grupo RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

La activacién de las MMPs, en particular MMP-9, es un evento critico en
el desarrollo del FHF experimental. En los animales infectados por el RHDV se
observa una marcada sobreexpresion hepatica de MMP-9; sin embargo en los
animales tratados con melatonina la expresion disminuye significativamente de
forma dependiente de la dosis (RHDV+Mel10: -60%, RHDV+Mel20: -83%)
respecto al grupo RHDV (Figura 28).
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Figura 28. Contenido de ARNm de MMP-9 en los diferentes grupos de estudio
expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios = E.E.M. de 3-6
conejos. P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

4.5 Efecto del RHDV y la melatonina sobre la apoptosis hepatica

La activacion de la caspasa 3 es el evento final comun iniciado por
multiples estimulos que inducen a la apoptosis. La infeccién por el RHDV se
tradujo en un marcado aumento de la actividad de la caspasa 3. El tratamiento
con melatonina consiguio evitar esta activacion de manera dependiente de la
concentracion (RHDV+Mel10: -27%, RHDV+Mel20: -43%). Con el fin de
comprobar in situ la activacion de la caspasa 3, se determiné la proteina por
inmunohistoquimica. En los animales control no se detectd expresiéon de
caspasa 3, mientras que en el higado de conejos infectados se observé un
gran numero de hepatocitos marcados. Se observé una reduccion significativa
y dependiente de la concentracion en la expresion hepatica de la caspasa 3 en
conejos infectados tratados con melatonina respecto a los no tratados (Figuras
29y 30).
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Figura 29. Actividad hepatica de la caspasa 3 en los diferentes grupos de estudio.
La actividad se expresa como unidades de fluorescencia por miligramo de proteina
por minuto de incubacion. Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. *P<0,05 con
respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con
respecto al grupo RHDV+Mel10.

Figura 30. Deteccion inmunohistoquimica de la expresién hepatica de la caspasa 3 en
los diferentes grupos de estudio. Aumentos: 100x.

La poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP)-1 es una enzima nuclear
catalitica, que es activada cuando hay interrupciones en la cadena de ADN. La
familia de la caspasa 3 es el principal responsable de su division en un
fragmento de 85 kDa, cuya presencia confirma que las células estan sufriendo
apoptosis. En nuestros experimentos, los analisis de Western blot mostraron
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una marcada protedlisis de PARP-1 en animales afectados por la RHD, que fue
parcialmente abolida por la melatonina (RHDV+Mel10: -40%, RHDV+Mel20: -
61%) (Figura 31).
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Figura 31. Expresion hepatica de la proteina PARP-1. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Para identificar las vias de la apoptosis inhibidas por la melatonina,
examinamos diferentes marcadores tanto de la via intrinseca como de la via
extrinseca. Bax es un miembro de la familia Bcl-2 que favorece la apoptosis,
contribuyendo a la liberacion de proteinas que se encuentran en el espacio
intermembrana, como el Cit-c, que a su vez activa la caspasa 9, activando la
cascada de caspasas, que finaliza en la caspasa 3. Nuestros datos muestran
un aumento significativo en la expresion de Bax en los conejos infectados por
el RHDV, que fue reducido por la melatonina en una manera significativa y
dependiente de la concentracién (RHDV+Mel10: -38%, RHDV+Mel20: -55%)
(Figura 32).
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Figura 32. Expresion hepatica de la proteina Bax. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

Ademas la infeccién por RHDV también se tradujo en un aumento en la
expresion del Cit-c y la melatonina redujo estos valores de forma significativa y
dependiente de la concentracién (RHDV+Mel10: -26%, RHDV+Mel20: -55%)
(Figura 33). Este efecto fue acompanado por cambios paralelos en la actividad
de la caspasa 9 (RHDV+Mel10: -35%, RHDV+Mel20: -58%) (Figura 34).
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Figura 33. Expresiéon hepatica del citocromo-c. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Figura 34. Actividad hepatica de la caspasa 9 en los diferentes grupos de
estudio. La actividad se expresa como unidades de fluorescencia por miligramo de
proteina por minuto de incubacién. Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos.
3p<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV.
“p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

La formacién del poro mitocondrial provocada por Bax, que permite la
liberacion del Cit-c, es impedido por Bcl-2. La expresion de esta proteina

antiapoptotica no se vio afectada de manera significativa en animales
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infectados por el RHDV, pero aumenté en los animales infectados que
recibieron melatonina (RHDV+Mel10: +96%, RHDV+Mel20: +98%), lo que
resulta en una disminucién de la relacién Bax/Bcl-2. La inhibicion por el RHDV
de la expresion de Bcl-xL, otra proteina antiapoptética de la familia Bcl-2,
también fue prevenida de manera significativa por la melatonina (RHDV+Mel10:
+93%, RHDV+Mel20: +103%) (Figura 35).
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Figura 35. Expresion hepatica de las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL. El panel superior
muestra los Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El
panel inferior muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al
grupo Control. Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. ?P<0,05 con respecto al
grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV. p<0,05 con respecto al grupo
RHDV+Mel10.

Para determinar si la melatonina podia revertir los efectos que tiene el
RHDV sobre la via extrinseca de la apoptosis, se midi6 la expresion de Fas-L y
de la caspasa 8, la caspasa iniciadora clave de la apoptosis mediada por Fas-L
y TNF-a. Los datos obtenidos indican que el significativo incremento que se
produce en la expresion de la caspasa 8 en los animales infectados por el
RHDV, fue evitado por la dosis mayor de la melatonina (RHDV+Mel10: -8%,
RHDV+Mel20: -20%). Sin embargo, aunque la expresion de Fas-L se
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incrementd notablemente en los conejos infectados, la melatonina no produjo
cambios significativos (RHDV+Mel10: -1%, RHDV+Mel20: -3%) (Figuras 36 y

37).
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Figura 36. Actividad hepatica de la caspasa 8 en los diferentes grupos de estudio.
La actividad se expresa como unidades de fluorescencia por miligramo de proteina
por minuto de incubaciéon. Valores medios = E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con
respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con
respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Figura 37. Expresion hepatica de Fas-L. El panel superior muestra los Western
blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior muestra
el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores
medios + E.E.M. de 3-6 conejos. ?P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05
con respecto al grupo RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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En la via extrinseca de la apoptosis, la unidon de TNF-a a su receptor
TNF-R1 es también responsable del procesamiento de la caspasa 8. Los datos
obtenidos indican que la infeccion por RHDV indujo un aumento significativo en
la expresiéon de TNF-R1, aumento que fue disminuido por la melatonina
(RHDV+Mel10: -34%, RHDV+Mel20: -40%) (Figura 38). Ademas, la expresién
de la proteina inhibidora de la caspasa 8, c-FLIP, fue significativamente inhibida
por la infeccion por RHDV, y este efecto fue prevenido por la melatonina en una
forma dependiente de la concentracion (RHDV+Mel10: +152%, RHDV+Mel20:
+391%) (Figura 39).
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Figura 38. Expresion hepatica de TNF-R1. El panel superior muestra los Western
blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior muestra
el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores
medios + E.E.M. de 3-6 conejos. ?P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05
con respecto al grupo RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Figura 39. Expresion hepatica de la proteina c-FLIP. El panel superior muestra los
Western blots representativos de los diferentes grupos de estudio. El panel inferior
muestra el analisis densitométrico expresado como % respecto al grupo Control.

Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
bp<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

JNK es una proteina que aumenta la muerte celular inducida por TNF-q,
a través del procesamiento de c-FLIP. El tratamiento con melatonina también
inhibié el aumento en la expresion de p-JNK observado en los animales
infectados con el RHDV (RHDV+Mel10: -39%, RHDV+Mel20: -40%) (Figura
40).
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Figura 40. Expresion hepatica de la quinasa JNK y su forma fosforilada. El panel
superior muestra los Western blots representativos de los diferentes grupos de
estudio. El panel inferior muestra el analisis densitométrico expresado como %
respecto al grupo Control. Valores medios = E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con
respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con
respecto al grupo RHDV+Mel10.

4.6 Efecto del RHDV y la melatonina en la regeneracion hepatica

Los factores de crecimiento tienen un gran potencial para estimular la
respuesta regenerativa del higado, y asi, mejorar la evolucion y el resultado de
enfermedades tanto agudas, como crénicas. En el higado de los conejos
infectados por el RHDV se encontr6 una disminucion significativa en la
expresion de ARNm de HGF y su receptor, c-Met. En comparacion con este
grupo, los animales infectados y tratados con melatonina mostraron una mayor
expresion hepatica de ambos factores respecto a los no tratados (HGF,
RHDV+Mel10: +51%, RHDV+Mel20: +81%; c-Met, RHDV+Mel10: +48%,
RHDV+Mel20: +67%) (Figura 41). El efecto positivo de la melatonina también
se tradujo en un aumento en la concentracién de proteina, tanto de HGF como
de c-Met (HGF, RHDV+Mel10: +51%, RHDV+Mel20: +81%; c-Met,
RHDV+Mel10: +234%, RHDV+Mel20: +224%) (Figura 42).
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Figura 41. Contenido de ARNm del factor de crecimiento HGF y su receptor c-Met
en los diferentes grupos de estudio expresado como % respecto al grupo Control.
Valores medios + E.E.M. de 3-6 conejos. °P<0,05 con respecto al grupo Control.
®P<0,05 con respecto al grupo RHDV. °p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Figura 42. Expresién hepatica del factor de crecimiento HGF y su receptor c-Met.
El panel superior muestra los Western blots representativos de los diferentes
grupos de estudio. El panel inferior muestra el analisis densitométrico expresado
como % respecto al grupo Control. Valores medios = E.E.M. de 3-6 conejos.
3p<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo RHDV.
‘p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.

La expresion de ARNm de PDGF-B y PDGFR- en el tejido hepatico se
redujo de forma marcada en los conejos afectados por la RHD, mientras que el
tratamiento con melatonina fue capaz de estimular significativamente la

expresion de los mismos, especialmente con la dosis mas alta (PDGF-B,
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RHDV+Mel10: +59%, RHDV+Mel20: +59%; PDGFR-B, RHDV+Mel10: +9%,
RHDV+Mel20: +61%). Por otra parte, la melatonina previno la disminucion
significativa en la expresion de EGF, EGFR, VEGF y VEGFR que produjo el
RHDV (EGF, RHDV+Mel10: +27%, RHDV+Mel20: +42%; EGFR,
RHDV+Mel10: +36%, RHDV+Mel20: +75%; VEGF, RHDV+Mel10: 47+%,
RHDV+Mel20: +144%; VEGFR, RHDV+Mel10: +50%, RHDV+Mel20: +217%)

(Figura 43).
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Figura 43. Contenido de ARNm de los factores de crecimiento PDGF-B, EGF y VEGF
y sus receptores PDGFR-B, EGFR y VEGFR en los diferentes grupos de estudio
expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios = E.E.M. de 3-6
conejos. ?P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Para profundizar en los mecanismos protectores de la melatonina se
analizdé por Western Blot la fosforilacion de la proteina quinasa ERK1/2 y del
factor de transcripcion nuclear STAT-3, dos moléculas implicadas en la
regulacion de la proliferacion de los hepatocitos. Los resultados obtenidos
muestran que en los conejos infectados y tratados con melatonina, los niveles
de las formas fosforiladas de ERK1/2 y STAT-3 aumentan significativamente
respecto a los animales no tratados (p-ERK1/2, RHDV+Mel10: +35%,
RHDV+Mel20: +73%; p-STAT-3, RHDV+Mel10: +187%, RHDV+Mel20: +204%)
(Figura 44).
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Figura 44. Expresion hepatica de las proteinas ERK y STAT-3 y sus formas
fosforiladas. El panel superior muestra los Western blots representativos de los
diferentes grupos de estudio. El panel inferior muestra el analisis densitométrico
expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios =+ E.E.M. de 3-6
conejos. ?P<0,05 con respecto al grupo Control. °P<0,05 con respecto al grupo
RHDV. “p<0,05 con respecto al grupo RHDV+Mel10.
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Discusién

5.1 Efecto del RHDV y la melatonina sobre diversos parametros

plasmaticos de dafio hepatico

Los datos obtenidos en el presente estudio indican que la melatonina
previno el dano hepatico en animales infectados experimentalmente con el
RHDV, induciendo wuna inhibicion significativa y dependiente de Ila
concentracion tanto de la ALT como de la AST. La administracion de
melatonina produjo una inhibicion significativa del estrés oxidativo y un
aumento de las principales defensas antioxidantes. Ademas las
concentraciones de glucosa de los animales infectados y tratados con
melatonina, no disminuyeron de forma tan brusca como en los animales

infectados sin tratamiento.

5.2 Efecto del RHDV y la melatonina sobre el estrés oxidativo y las

defensas antioxidantes

La concentracion hepatica de los TBARS asi como la relacion entre las
concentraciones de GSSG y GSH, dos indicadores fundamentales del estado
de oxido-reduccion celular, se incrementaron significativamente en los animales
infectados con el RHDV. El estrés oxidativo es un hallazgo comun en diferentes
modelos animales de FHF, y parece jugar un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad, contribuyendo a la muerte celular apoptética
(San Miguel y cols., 2006). EI GSH actua como neutralizador de diferentes RL y
es una de las principales defensas contra el estrés oxidativo (Crespo y cols.,
2008).

En este estudio detectamos una disminucion significativa en los niveles
de GSH en los animales infectados por el RHDV, que puede deberse a la
utilizacion excesiva de este antioxidante para la eliminacion de los RL, a una
menor sintesis 0 una mayor degradacién del mismo para generar cisteina,

necesaria en otros tejidos potencialmente dafiados (San Miguel y cols., 2006).
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Sin embargo, en los conejos infectados y tratados con melatonina se observé
una reduccion significativa tanto de la relacion GSSG/GSH como de la
concentracion de TBARS. Estos resultados confirman estudios previos que
indican que la melatonina es capaz de regular y/o mantener la concentracion

intracelular de glutatidon y prevenir el estrés oxidativo (Reiter y cols., 2000).

Algunas enzimas antioxidantes tales como la SOD y la GPx, protegen a
las células contra el estrés oxidativo, mediado por el dafio celular, mediante la
conversion de los radicales téxicos a productos finales no tdxicos. La SOD,
tanto la forma Cu-Zn SOD citosdélica como la Mn-SOD mitocondrial, convierten
rapidamente el O,. en H20,. La GPx puede descomponer H,O, formando agua,
y la GST cataliza el ataque nuclecfilico, por el GSH, de compuestos polares
que contienen un atomo electrofilico. Cualquier factor que inhiba la actividad de
las enzimas antioxidantes puede conducir a la acumulacion de RL y al posterior

al dano oxidativo de macromoléculas bioldgicas (Mauriz y cols., 2007).

Se ha sugerido que la regulaciéon de las enzimas antioxidantes por la
melatonina se produce junto con su proteccion contra el elevado estrés
oxidativo en diversas situaciones experimentales (Rodriguez y cols., 2004). Por
lo tanto, la melatonina aumenta la actividad de la GPx y al mismo tiempo
reduce el dafo de los RL y la concentracion de GSSG en el higado de conejos
tratados con el antioxidante. En este estudio se ha podido constatar que la
expresion y la actividad de la Cu, Zn-SOD y la GPx citosélica y mitocondrial
aumentan en paralelo con una disminucion de la concentracion de TBARS y
una baja relacion GSSG/GSH, como ocurre en el higado de ratas de avanzada
edad tratadas con melatonina (Mauriz y cols., 2007). También se ha
encontrado que la melatonina induce aumentos del GSH hepatico y de la
actividad de la SOD en ratas tratadas con benzopireno (Murawska-Cialowicz y
cols., 2011) o previene la disminucion de la actividad de la GPx y el aumento
de las concentraciones de los TBARS en ratas tratadas con tetracloruro de

carbono (Hong y cols., 2009).
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En nuestros experimentos la actividad y la expresion del ARNm de las
enzimas antioxidantes GPx, GST y Mn-SOD se redujo significativamente en el
higado de los conejos con RHD, y estos cambios fueron evitados por la
administracidon de melatonina de manera dependiente de la concentracion.
Aunque el mecanismo molecular implicado en la regulacion de la expresion de
las enzimas antioxidantes por la melatonina no esta del todo claro, se ha
encontrado que en ratas tratadas con dimetilnitrosamina, la melatonina
aumenta la expresion de enzimas antioxidantes en paralelo a la activacién del
factor Nrf2 (Jung y cols., 2009).

El Nrf2 es un factor de transcripcion nuclear que juega un papel
fundamental por su union al ARE en la region promotora de una serie de genes
que codifican para enzimas antioxidantes y destoxificantes en varios tipos de
células y tejidos. En condiciones normales el Nrf2 se encuentra en el
citoplasma unido a otra proteina, Keap1. Dicha union fomenta la permanente
degradacion de Nrf2 por el proteosoma, por lo que el control primario de su
funcién radica principalmente en su distribucion subcelular, mas que en la
sintesis “de novo”. Se ha sugerido que el sistema Nrf2-Keap1 contribuye a la
proteccion contra varias patologias como el cancer, la toxicidad hepatica y la
inflamacion entre otras (Sriram y cols., 2009; Sugimoto y cols., 2010). El Nrf2
se expresa de forma constitutiva en la mayoria de las células, pero no se
encuentra libre y activo de forma continua, sino Uunicamente en situaciones de

estrés oxidativo.

Cuando las células estan expuestas a distintos inductores, el Nrf2 se
separa de Keap1 y se transloca al nucleo, donde forma un heterodimero con
una pequefia proteina denominada Maf. Este heterodimero activa los genes
dependientes de la region ARE que mantienen la homeostasis del estado de
oxido-reduccion celular. En el presente estudio se observd que el tratamiento
con melatonina resulté en un aumento de los niveles de la proteina el Nrf2 e
indujo su translocacion nuclear y su union a las regiones ARE en el higado de

los animales con RHD. Nuestros datos apoyan resultados previos, en los que
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se indica que Nrf2 puede jugar un papel importante en la proteccion contra el
dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono (Xu y cols., 2008), alcohol

(Wuy cols., 2012), o por la esteatohepatitis nutricional (Sugimoto y cols., 2010).

La melatonina, al dar lugar a la estabilizacion y la translocacién de Nrf2
al nucleo, puede promover la transcripcion de genes diana como GPx, GST y
Mn-SOD. El mantenimiento de la concentracion del GSH hepatico en conejos
infectados tratados con melatonina también podria estar relacionado con la
activacion del Nrf2, porque hay estudios en los que se pone de manifiesto que
ratones que carecen de Nrf2 exhiben menores niveles de GSH y de glutamato
cisteina ligasa, la enzima limitante en la sintesis de GSH; ademas, también se
ha demostrado que la sobreexpresion del Nrf2 induce el promotor de la

actividad glutamato cisteina ligasa humana (Chan y cols., 2001; Lu, 2009).

La activacion del Nrf2 por la melatonina podria estar mediada por
diversos mecanismos. La actividad del Nrf2 estd normalmente inhibida en el
citosol por la union especifica a la proteina Keap1 lo que dificulta la
translocacién nuclear de Nrf2. Por lo tanto, los factores que estimulan la
disociacion del dimero pueden activar la via de sefalizacion del Nrf2. Nuestros
datos indican que la concentracion de la proteina Keap1, al igual que en otras
investigaciones en animales que recibieron diferentes antioxidantes, se
mantuvo inalterada en los animales que recibieron melatonina, lo que se
tradujo en un aumento del cociente Nrf2/Keap1 (Patel y Maru, 2008; Sriram y
cols., 2009). Esto puede indicar que en el tratamiento con melatonina, Nrf2 se

disocia de Keap1 y, por lo tanto, se transloca al nucleo.

Un resultado interesante de nuestro estudio fue el aumento en la
expresion y actividad de la Cu, Zn-SOD en conejos infectados con el RHDV, un
efecto que no fue observado tras la administracién de melatonina. Aunque hay
estudios que indican que el factor Nrf2 regula la expresion de la Cu, Zn-SOD en
respuesta a diferentes compuestos (Na y cols., 2008; Park y Rho, 2002),

también se ha demostrado que los cambios en la via del Nrf2 no siempre van
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acompanados de cambios en la expresion de esta enzima (Liu y cols., 2009).
Por otra parte, se ha demostrado que la Cu, Zn-SOD y Mn-SOD pueden ser
reguladas de distintas formas y que la Mn-SOD, pero no la Cu, Zn-SOD, es
inducida por citoquinas proinflamatorias, cuya accién biolégica esta mediada
por el NF-kB (Sugino y cols., 1998). En estudios anteriores recientes, nuestro
grupo ha comprobado que tanto la via de sefalizacidon del NF-kB como la
expresion del TNF-a se encuentran significativamente inducidas en el higado

de conejos infectados con el RHDV (Garcia-Lastra y cols., 2010).

En resumen, los datos obtenidos proporcionan evidencias de que
algunos de los efectos beneficiosos de la melatonina en el modelo animal de
FHF inducido por el RHDV, pueden atribuirse a la activacion de la via de
senalizacion del Nrf2 y el consecuente aumento de las enzimas antioxidantes
GPx, GST y Mn-SOD. Estos resultados apoyan estudios previos que indican
que la activacion de Nrf2 puede ser una nueva estrategia para prevenir o
mejorar lesiones hepaticas de origenes diferentes. Debido a que el FHF se
asocia con un riesgo elevado de resultados letales y el trasplante de higado no
siempre esta disponible de manera oportuna, la inhibicion del estrés oxidativo
y/o la intervencion directa sobre las vias que conducen a aumentar las
defensas antioxidantes podrian ser dianas moleculares para el posible uso
terapéutico de la melatonina, lo que contribuye a una ayuda temporal a la

espera de un trasplante de higado.

5.3 Efectos del RHDV y la melatonina sobre la inflamacion hepatica

El TLR4 es una proteina transmembrana que existe principalmente en
los macrofagos, como las células de Kupffer del higado, y que juega un papel
importante en enfermedades infecciosas e inflamatorias (O’Neill, 2007). La
proteina nuclear HMGB-1 tiene funciones de tipo citoquina y se libera, bien de
forma pasiva durante el dano hepatico y la necrosis celular, o bien de forma

activa durante la activacién de células inmunes (Yang y cols., 2010). Estudios
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previos indican que en el modelo de isquemia/reperfusion y en la lesién
hepatica provocada por concanavalina se produce la union de HMGB-1 a TLR4
(Gong y cols., 2010; Kang y cols., 2011). Ademas, se ha senalado que la
delecion del gen de TLR4 puede paliar la lesion hepatica en modelos
experimentales de dafio hepatico agudo (Zhai y cols., 2004), y se sabe que el
tratamiento con ES5564, un antagonista de TLR4, mejora la tasa de
supervivencia global de las ratas con FHF inducido por D-galactosamina y
lipopolisacarido (Kitazawa y cols., 2010). Los datos del presente estudio
confirman que la via de HMGB-1-TLR4 puede contribuir al dafio inflamatorio en
los conejos infectados por el RHDV, un efecto que podria ser mediado, en
parte, por la activacion y la translocacion nuclear de NF-kB que se ha
demostrado que se produce en este modelo animal de FHF (Garcia-Lastra y
cols., 2010). Por otra parte, nuestros resultados apoyan un efecto protector y
anti-inflamatorio de la melatonina, ya que tanto la expresion hepatica de
HMGB-1 como TLR4 se vieron significativamente reducidas en los animales

infectados que recibieron melatonina.

La regulacién de la activacion del complemento esta mediada por una
familia de receptores del complemento y proteinas reguladoras, entre las que
destaca DAF (Hourcade y cols., 2000), una molécula que recientemente se ha
demostrado que es capaz de reducir el dafio inflamatorio mediado por ambas
vias, la del complemento y la via de sefalizacién del TLR (Kaikkonen y cols.,
2010). Los virus, bacterias y parasitos han desarrollado muchas estrategias
eficaces para evitar la activacién del complemento. De este modo, algunos
virus encapsulados como el virus de la inmunodeficiencia humana, secuestran
pasivamente a DAF en sus envueltas, lo cual inhibe la capacidad del
hospedador para regular el complemento (Saifuddin y cols., 1997). En los
conejos infectados por RHDV, constatamos una disminucion muy significativa
en la expresion de DAF, un efecto que fue prevenido por la administracion de
melatonina. La activacion del complemento y de los sistemas de TLR resultan

en la produccion de varias moléculas biolégicamente activas que contribuyen a
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la inflamacién, incluyendo citoquinas y CRP, que desempefian un papel clave
en la lesién hepatica aguda de diversas etiologias (Antoniades y cols., 2008).
Como era de esperar, en nuestro estudio los niveles de ARNm de genes
inflamatorios como IL-1B, IL-6, TNF-a y CRP se elevaron de manera marcada
en los conejos infectados. El tratamiento con melatonina resultd en una
reduccion significativa en la expresion de todas estas moléculas, lo que

confirma la accién anti-inflamatoria de la hormona.

Ademas, se observd que el tratamiento con melatonina produjo una
reduccion significativa de la fosforilacion de JNK, una MAPK que se encuentra
sobreexpresada en los animales infectados que no recibieron melatonina. JNK
es un mediador de los procesos inflamatorios mediante la induccion de la
expresion de citoquinas proinflamatorias (Paik y cols., 2003), y la induccién de
JNK representa un factor estratégico en la muerte celular a través de la via de
senalizacion del TNF-a (Papa y cols., 2009). Por lo tanto, se considera que JNK
desempenia un papel clave en el daio hepatico agudo. En nuestro estudio esta
cadena de acontecimientos parece ser inhibida por la administraciéon de
melatonina. Estos resultados coinciden por investigaciones previas que indican
que la supresion de la via de JNK contribuye a los efectos beneficiosos de la
melatonina en el modelo de isquemia/reperfusiéon hepatica (Liang y cols.,
2009).

La activacion de las MMPs, en particular MMP-9, es un acontecimiento
critico en el desarrollo de FHF experimental, y recientemente se ha demostrado
que la induccién de MMP-9 mediada por la IL-1, juega un papel patéogeno
fundamental en los modelos de FHF al promover la degradacion de matriz
extracelular, que conduce a la apoptosis de los hepatocitos y provoca la
afluencia y la activacion de las células polimorfonucleares que aumentan el
dafio tisular (Yan y cols., 2010). Hemos constatado que la melatonina reduce la
expresion de MMP-9 en los conejos infectados por el RHDV Al igual que ocurre
con la cardiotrofina-1 en este modelo animal de FHF (TufAdén y cols., 2011).

Nuestros datos confirman la inhibicion de MMP-9 por la melatonina que se ha
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observado en diversas condiciones que causan estrés oxidativo (Swarnakar y
cols., 2011).

5.4 Efectos del RHDV y la melatonina sobre la apoptosis hepatica

El papel protector de la melatonina ha sido demostrado en numerosos
modelos de dafo hepatico, al inhibir o aminorar el estrés oxidativo (Kormaz y
cols., 2009; Liang y cols., 2009; Tahan y cols., 2009). Ademas, en los ultimos
anos se ha observado un comportamiento antiapoptético de la melatonina en
células no tumorales, contribuyendo al efecto protector en diferentes
enfermedades hepaticas (Molpeceres y cols., 2007; Kim y Lee, 2008; Hu y
cols., 2009; Koh, 2011). En nuestro estudio el incremento observado tanto en la
expresion y actividad de la caspasa 3, como en el fragmento de 85 kDa
resultante de la protedlisis de PARP-1, muestran un incremento significativo de
la apoptosis provocado por el RHDV, confirmando resultados obtenidos
anteriormente en este modelo animal (San Miguel y cols., 2006). La melatonina
fue capaz de prevenir este incremento de una forma dependiente de la
concentracion, protegiendo contra el dafo hepatico en los conejos infectados
con el RHDV.

La apoptosis se regula por dos vias diferentes, la intrinseca y la
extrinseca, y en los hepatocitos estas dos vias estan intimamente relacionadas.
En la activacion de la via intrinseca existen varias sefiales proapoptoticas,
como el estrés oxidativo, que cambian directa o indirectamente Ia
permeabilidad de la membrana mitocondrial, provocando la salida de proteinas
intermembrana al citosol. Entre estas proteinas se encuentra el Cit-c, que al
salir al citosol provoca la activacion de la caspasa 9 y, posteriormente, de la

caspasa 3 (Mauriz y cols., 2008).

Existen muchas proteinas intracelulares, especialmente de la familia Bcl-

2, que regulan la via intrinseca de la apoptosis, al expresar sefales pro- o
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antiapoptoticas. Esta familia consta de miembros proapoptéticos (Bax) vy
antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xL) (Fabregat y cols., 2007). Los resultados
obtenidos en este estudio indican que la melatonina induce una disminucién
significativa del nivel de proteina de Bax, acompanado de un incremento tanto
de Bcl-2, como de Bcl-xL, resultando en una disminucién de la relacion entre
miembros pro y antiapoptéticos de la familia Bcl-2. Esto podria contribuir a la
disminucién en el nivel citosdlico de Cit-c y la consecuente activacién de la
caspasa 9. De hecho se ha indicado que la melatonina es capaz de
antagonizar la activacion de la via intrinseca de la apoptosis alterando los
niveles de Bax/Bcl-2, sobre todo gracias a la neutralizacién de RL (Radogna y
cols., 2008; Maity y cols., 2009).

La via extrinseca de la apoptosis se inicia con la activacion de
receptores de membrana por ligandos especificos. EI complejo de muerte,
TNF-R1, activa la caspasa 8, que provoca la rotura y activacién de la pro-
caspasa 3 y la cascada de apoptosis celular (Mauriz y cols., 2008). La caspasa
8 es un iniciador de la via extrinseca de la apoptosis mediada por Fas-L, en la
que la union de la proteina Fas a su ligando induce la cascada apoptética. En
este trabajo, tanto la expresion de la caspasa 8 como de Fas-L aumento en el
grupo de animales infectados por el RHDV; mientras que la melatonina produjo
una disminucién significativa de la caspasa 8 y no tuvo efecto sobre la
expresion de Fas-L. Este controvertido resultado podria explicarse, al menos
en parte, por el hecho de que la caspasa 8 también se puede activar por la
cascada de caspasas que se inicia por la salida del Cit-c al citosol (Cowling y
Donward, 2002).

Otra posibilidad es que la caspasa 8 también se activa por un aumento
en el nivel de la citoquina proinflamatoria TNF-a y la union a su receptor, TNF-
R1, en la superficie celular. Esta citoquina es uno de los mediadores celulares
que conllevan un dafo apoptotico en distintos modelos animales de FHF
(Tufdn y cols., 2003), y se ha observado que la melatonina es capaz de reducir

los elevados niveles de TNF-a en un modelo en ratones tratados con D-
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galactosaminal/lipopolisacarido (Wang y cols., 2007). Nuestro grupo de
investigacion ya habia constatado anteriormente un incremento significativo de
TNF-a en animales infectados por el RHDV (Garcia-Lastra y cols., 2010), y los
resultados obtenidos en este trabajo demuestran un incremento en la expresion
de TNF-R1, incremento que fue abolido por la administracion de melatonina.
Asi pues, el efecto antiapoptético de la melatonina en este modelo podria ser,
al menos en parte, asociado a la inhibicién de la apoptosis mediada por TNF-a.
Ademas el TNF-a contribuye a la sobreproduccion de EROs en la mitocondria y
la despolarizacion de su membrana, contribuyendo a su accidon proapoptatica
(Takai y cols., 2007). Se ha demostrado que la disminucién en los niveles de
glutation hace a los hepatocitos mas sensibles a la apoptosis mediada por
TNF-a, mientras que los antioxidantes han mostrado un efecto protector frente

a esta muerte celular (Matsumaru y Kaplowitz, 2003).

Otro hallazgo interesante de nuestro trabajo ha sido la constatacion de
que el RHDV parece inhibir la expresion de c-FLIP. c-FLIP es un inhibidor de la
caspasa 8, cuya degradacion es un evento clave en la muerte celular inducida
por Fas-L y TNF-a (Gonzalez-Rodriguez y cols., 2009). La quinasa JNK
también es capaz de activar esta via a través del procesamiento de c-FLIP
(Chang y cols., 2006), y ya se ha comprobado que la activacién de esta
proteina es un evento esencial en el dafio hepatico causado por el RHDV
(Garcia-Lastra y cols., 2010). El hecho de que la melatonina inhiba la expresion
de la forma fosforilada de JNK (p-JNK) de forma dependiente de la
concentracion, podria explicar la disminuciéon de c-FLIP, y la consiguiente
inhibicion de la caspasa 8 en la via extrinseca de la apoptosis. De hecho, en
estudios previos se ha demostrado que la deficiencia de JNK, o el tratamiento
con sus inhibidores, bloquea la ubiquitinacion de c-FLIP, haciendo a los ratones

resistentes en diferentes modelos de FHF (Gonzalez-Rodriguez y cols., 2009).
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5.5 Efecto del RHDV y la melatonina sobre la regeneracion hepatica

El FHF surge como resultado de una lesion hepatocelular extensa que
dafa la capacidad del higado para regenerarse; sin embargo, no existen
terapias disponibles capaces de estimular la regeneracion. Nuestros datos
indican que la melatonina es capaz de desencadenar la expresion de factores
de crecimiento y sus receptores, que tienen un enorme potencial para provocar
la regeneracion del higado y para mejorar el manejo y el resultado de una
enfermedad hepatica aguda o crénica (Mizuno y Nakamura, 2007). La ruta de
senalizacion del HGF/c-Met, principal factor de crecimiento de los hepatocitos y
de su receptor, es una via de supervivencia de gran importancia en el higado, y
que funciona durante el desarrollo, la homeostasis y la regeneraciéon del érgano
(Sanchez y Fabregat, 2010). Ratones knock-out para c-Met y HGF
especificamente en higado muestran un deterioro de la respuesta regenerativa

hepatica (Phaneuf y cols., 2004).

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas, PDGF-B esta dotado
de actividad citoprotectora y promueve la proliferacion de hepatocitos
(Borkham-Kamphorst y cols., 2008). En pacientes con FHF, se ha demostrado
que los niveles plasmaticos de PDGF-B se correlacionan positivamente con la
supervivencia (Takayama y cols., 2011), lo que sugiere que la regulaciéon

positiva de este factor de crecimiento puede favorecer la recuperacion.

También se ha demostrado un papel critico del EGFR en la proliferacion
de hepatocitos en las fases iniciales de la regeneracion del higado, gracias a
los estudios en ratones con una deficiencia en la formacién hepatica de EGFR

(Natarajan y cols., 2007).

Por ultimo, la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular,
VEGF, aumenta notablemente durante la regeneracion hepatica inducida, bien
por hepatectomia o bien por el dafio por drogas (Shimizu y cols., 2001), y se ha

sugerido que la senalizacion del VEGF facilita la recuperacion del higado de la
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toxicidad del paracetamol, promoviendo la restauracién sinusoidal (Kato y cols.,
2011).

Pues bien, nuestros resultados indican que el tratamiento con
melatonina activa la expresion de todos estos factores de crecimiento. Este
hallazgo coincide con los resultados recientes en los que se ha indicado que la
cardiotrofina-1 induce un aumento paralelo en la supervivencia y en la
expresion de PDGF-B, EGF, PDGFR y c-Met en los conejos infectados por el
RHDV (Tufién y cols., 2011).

La actividad reparadora del higado se asocia con una respuesta celular
que conduce a la regeneracién del tejido y que implica la activacion coordinada
de varias vias de sefializacién, tales como MAPKs y vias de factores de
transcripcion nuclear (Fausto y cols., 2006). La MAPK ERK1/2 se utiliza para
favorecer la replicacion de los virus ARN (Pleschka, 2008), y en nuestros
experimentos los niveles de la forma fosforilada de ERK se incrementaron
significativamente en los conejos infectados por el RHDV. Sin embargo,
ERK1/2 también interviene en una serie de procesos celulares que incluyen la
diferenciacion celular, el crecimiento y la supervivencia (Pearson y cols., 2001).
La activacion de ERK es una via clave de sefalizacion implicada en la
regulacion de la proliferacion celular, tanto de los hepatocitos, como de las
células endoteliales, y se ha indicado que la activacion de esta via aparece
después de la hepatectomia (Talarmin y cols., 1999; Bustos y cols., 2003).
Anteriormente se habia observado que la melatonina mantiene la activacion de
esta via de promocién de la supervivencia en células estresadas con rayos UV
(Luchetti y cols., 2009), y en este estudio la melatonina promueve un efecto

similar después de la infeccion por RHDV.

El papel del factor de transcripcion STAT3 en la regeneracion hepatica
también ha sido ampliamente investigado. La rapida activacion de STAT3 ha
sido bien documentada durante la regeneracion hepatica tras una

hepatectomia o una lesion hepatica (Sakuda y cols., 2002; Wang y cols., 2010),
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y se sabe que el HGF, el EGF, y las proteinas virales de la hepatitis también
pueden activar STAT3 en los hepatocitos (Wang y cols., 2010). La fosforilacién
del STAT3 activa la transcripciéon de muchos genes diana que juegan un papel
importante en la promocion de la supervivencia de los hepatocitos y la
regeneracion del higado, protegen contra el dafo hepatocelular y contra la
necrosis hepatica asociada a la inflamacion (Michalopoulos, 2007). Hemos
detectado en este estudio la falta de activacion de STAT3 en los conejos
infectados por el RHDV, que como hemos indicado con anterioridad,
probablemente esta mediada por la sobreexpresion del supresor de la
senalizacion de citoquinas (SOCS)3, lo que contribuye a la inhibicion de la
respuesta regenerativa en los animales infectados por el RHDV (Garcia-Lastra
y cols., 2010). Por lo tanto, el aumento de la expresién de STAT3 producido por
la administracion de melatonina en este modelo animal de FHF podria ser en

parte, responsable de sus efectos beneficiosos.

En general, nuestros resultados indican que la melatonina previene la
inflamacion y mejora la regeneracién en la hepatitis aguda producida por el
RHDV. Por lo tanto, los resultados de la presente investigacion y de estudios
previos proporcionan evidencias de que la melatonina podria tener aplicacion
clinica en el manejo de los pacientes con FHF, y sugieren que los mecanismos
inflamatorios y regenerativos podrian ser blancos del potencial uso terapéutico
de la melatonina y contribuir al apoyo temporal a la espera de un trasplante de

higado.
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Conclusiones

6.1 Primera conclusion

El virus de la enfermedad hemorragica del conejo induce un fallo
hepatico fulminante que se acompafa de un aumento significativo en la
actividad de genes relacionados con el estrés oxidativo, la inflamacion y la
apoptosis. Ademas, el virus provoca una reduccion significativa en la expresion
de los mediadores y vias de sefalizacion mas importantes de la regeneracion
hepatica. Estos datos confirman que esta enfermedad es un modelo animal
adecuado para el estudio de nuevas opciones terapéuticas del fallo hepatico

humano.

6.2 Conclusion segunda

Los datos obtenidos en este estudio indican que la melatonina previene
el estrés oxidativo y la disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes
inducida por el virus de la enfermedad hemorragica del conejo. Este efecto
podria atribuirse a la activacion de la via de sefalizaciéon del factor de
transcripcion Nrf2, responsable de la activacion de los genes involucrados en la

respuesta antioxidante.

6.3 Conclusion tercera

La administracidon de melatonina reduce la apoptosis producida por el
virus de la enfermedad hemorragica del conejo al aumentar la expresion de
proteinas antiapoptoéticas y disminuir la expresion de proteinas proapoptoticas,
la salida del citocromo ¢ de la mitocondria y la activacion de la caspasa 3. Todo
ello podria estar relacionado, al menos en parte, con la disminucién del estrés
oxidativo que produce la melatonina, lo que implicaria un menor dafo de
diversos organulos, como la mitocondria, que regulan la liberacion y expresion

de diferentes mediadores de la apoptosis.
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6.4 Conclusion cuarta

El virus de la enfermedad hemorragica del conejo provoca una
significativa reduccion en la expresion de los mediadores y vias de sefalizaciéon
mas importantes de la regeneracion hepatica. El tratamiento con melatonina
aumenta la expresiéon de los factores de crecimiento hepaticos y sus receptores
y estimula la fosforilacion de la quinasa ERK y del factor de transcripciéon
STATS3, dos moléculas de sefalizacion claves involucradas en la regulacion de

la proliferacién de los hepatocitos.

6.5 Conclusion final

Los resultados obtenidos confirman el papel protector de la melatonina
frente al estrés oxidativo, la apoptosis y la inflamacién hepatica producidos por
el virus de la enfermedad hemorragica del conejo. Ademas, el tratamiento con
melatonina induce el proceso de regeneracion hepatica, un evento clave para

una posible recuperacién de un fallo hepatico fulminante.

Dado que el fallo hepatico fulminante esta asociado con una alta
mortalidad y que el trasplante ortotopico no siempre es posible en el momento
adecuado, la inhibicién del estrés oxidativo, de la apoptosis y de la inflamacion,
asi como la induccion de la regeneracion hepatica, podrian ser dianas
moleculares del uso terapéutico de la melatonina en el fallo hepatico fulminante
constituyendo un soporte temporal en espera de un trasplante o de una

recuperacion espontanea.
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7.1 Introduction and Objectives

Fulminant hepatic failure (FHF) is a rare, but frequently catastrophic
consequence of sever liver injury. The entity was originally defined by Trey and
Davidson (Trey and Davidson, 1970) and arises from many causes. After abrupt
loss of hepatic metabolic and immunological function, it leads to hepatic
encephalopathy, coagulopathy, and, in many cases, progressive multiorgan
failure. There are many causes of FHF, which vary with geographic region
(Ichai et al., 2011). The most frequent causes worldwide include viral hepatitis,
particularly viral hepatitis A (VHA) and viral hepatitis B (VHB), medication
overdose, idiosyncratic drug reactions, ingestion of toxins and metabolic
disorders. In addition to these known etiologies, indeterminate causes of FHF
account for large proportion of cases of FHF (Riordan and Williams, 2000). A
reasonable estimate of the survival rate of FHF is 20-25% of patients, except for
paracetamol poisoning which has a recovery rate of almost 50% of cases
(Bernal, 2003).

Liver transplantation has been shown to be the most effective therapy,
but the procedure is limited by shortage of donor organs. Although a number of
clinical trials testing different liver assist devices are underway, these systems
alone have no significant effect on patient survival and are only regarded as
useful approach to bridge patients with FHF to liver transplantation. As a result,
reproducible experimental animal models resembling FHF clinical conditions are
still needed to improve our insight into the metabolic and physiological
derangements of FHF and to facilitate the development of new therapeutic

modalities.

At present, the most commonly used surgical and chemical models
possess significant limitations and do not accurately reflect the pattern of
human disease in FHF. Moreover, viral hepatitis remains an important cause of
FHF in many parts of the world, but the use of infective agents to induce

experimental FHF have so far had very limited success (Tuién et al., 2007).
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Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) is a member of the Caliciviridae
family that causes in wild and domestic rabbits an acute highly fatal disease that
was first reported over two decades ago. The disease is characterized by
severe necrotizing hepatitis and disseminated intravascular coagulation,
neurologic symptoms and rapid evolution to death within 48 to 72 h after
infection in about 90% of the cases. Hepatic damage plays a central pathogenic
role and is histologically similar to fatal viral hepatitis causing FHF in humans. It
has been shown by data on animal survival, clinical features, histological data,
changes in blood chemistry and intracranial pressure monitoring that RHD fulfils
many of the requirements of an animal model for FHF (Garcia-Lastra et al.,
2010).

Oxidative damage due to oxidative stress is the failure of the cell's
defence against the deleterious effects of harmful agents by means of its
numerous autoprotective mechanisms. Oxidative stress is a common
pathogenic mechanism contributing to the initiation and progression of hepatic
damage in cases of inflammatory liver disorders, including FHF, which presents
a marked inflammatory response. The mechanisms responsible for liver injury in
acute severe viral hepatitis leading to FHF are complex and include the virus
cytopathic effect and a vigorous inflammatory response, resulting in extensive
hepatocellular cell damage that exceeds the liver capacity to regenerate (Tufidn
et al., 2011). Accumulating evidence suggests that massive oxidative stress
plays a major role in the pathogenesis of FHF. The mitochondria permeability
transition is quite sensitive to the redox state of the mitochondria and oxidative
stress triggers permeability transition pore opening, when reactive oxygen

species are present (Paradies et al., 1999).

Programmed cell death or apoptosis is an essential process for tissue
homeostasis. Hepatocyte apoptosis is a common mechanism to many forms of
liver disease (Pessayre et al., 1999). FHF occurs when the extent of hepatocyte
death exceeds the regenerative capacity of the liver (Rutherford and Chung,

2008). The mode of liver cell death that is predominantly induced in FHF,
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apoptosis or necrosis, is still controversial and presumably determined by the

etiology, duration, and magnitude of liver injury.

Many growth factors, cytokines, transcription factors, and intracellular
signalling pathways have been implicated in regulating liver damage and
regeneration (Bernal et al., 2010). However, although some therapeutic
approaches to FHF have tried to block the inflammatory response and to
enhance proliferative pathways (Harrison et al., 1990), pathogenic therapies

able to attenuate liver cell damage and stimulate regeneration are still lacking.

Melatonin is a derivative of serotonin, which is produced in many body
tissues, including the pineal gland, retina and the gastrointestinal tract. It plays a
fundamental role in the neuroinmmune-endocrine system, but is also a potent
antioxidant (Reiter et al., 2000) with therapeutic potential in numerous cell and
animal models of liver injury. Thus, it has been demonstrated that melatonin
administration prevents liver injury induced by ischemia/reperfusin (Keem and
Lee, 2008)  alcoholic injury  (Hu et al, 2009) or D-

galactosamine/lipopolysaccharide administration (Wang et al., 2007).

Thus, in this study we investigated the effects of two different melatonin
concentrations on liver injury, markers of oxidative stress and antioxidant
defences and its potential antiinflamatory, antiapoptotic and regenerative effects
on the animal model of FHF caused by the RHDV.

7.2 Materials and methods
Virus and experimental model

Nine-week-old male New Zealand white rabbits were kept in a climatized
room at 21°C, with a 12 h light cycle. They were given a standard dry rabbit
food and water ad libitum. Rabbits were injected intramuscularly with 2x10*

hemagglutination units of an RHDV isolate. We have previously reported that
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during experimental RHDV infection biochemical data and expression of genes
involved in injury and regeneration change remarkably at 36 h-48 h
postinfection (pi). It was thus decided to study effects of melatonin by sacrificing
a group of control rabbits (n=6) and batches of infected animals at 36 hours
post infection (hpi). The rabbits were divided in five groups: Group control (n=6)
received 4 ml of vehicle at 0, 12 and 24 h. Group control+Mel (n=6) received 20
mg/kg body weight i.p. at 0, 12 and 24 hpi. Group RHDV (n=6) Group
RHDV+Mel10 (n=6) received 10 mg/Kg body weight i.p. at 0, 12 and 24 h.
Group RHDV+Mel20 (n=6) received 20 mg/kg body weight i.p. at 0, 12 and 24
h. Melatonin (Sigma, St Louis, MO, USA) was dissolved into absolute ethanol
and further dilutions were made in saline. The final concentration of ethanol was
5%.

The research was carried out in accordance with the Declaration of
Helsinki (2000) of the World Medical Association. All study protocols were

reviewed and approved by the University of Leon Animal Care Committee.

Blood chemistry

Laboratory determinations included alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST). Analyses were carried out in the Hospital of

Leon Clinical Chemistry Laboratory using standard techniques.

Biochemical markers of oxidative stress

Oxidised and reduced glutathione (GSSG and GSH, respectively)
analysis was performed by the method of Hissin and Hilf (1976). Briefly, 250 mg
of tissue was homogenised in 0.1 M sodium phosphate 5 mM EDTA buffer (pH
8.0) with 25% phosphoric acid at a proportion of 1:20. The mixture was

centrifuged at 100,000 g for 30 minutes at 4°C, the supernatant was collected
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and 500 uL were diluted with 4.5 mL of buffer. Two spectrofluorometry cuvettes
per sample were prepared with 1.8 mL phosphate-EDTA buffer, 100 pL
supernatant and 100 uL O-phthalaldehyde. After incubating for 15 minutes at
4°C, a spectrofluorometric reading was obtained at an excitation wavelength of
350 nm and an emission wavelength of 420 nm. To find the percentage of
glutathione corresponding to oxidised and reduced forms, 500 pL of the sample
supernatant was incubated with 20 pL 4-vinylpyridine for 30 minutes; to this
mixture 4.5 mL of 0.1 N NaOH was added. A 100 pL portion of this mixture was
then processed as described above to determine GSSG. GSH was obtained by
subtracting GSSG from total glutathione, and molecular ratio GSSG/GSH was

calculated.

The amount of aldehydic products generated by lipid peroxidation was
quantified by measuring the concentration of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). For this purpose a final amount of 3 mg protein per
sample was assayed. The samples were incubated at 90°C for 30 minutes after
adding 500 pL of 0.37% thiobarbituric acid in 15% trichloroacetic acid, then
centrifuged at 4°C at 2,000 g for 15 minutes. Spectrophotometric absorbance

was determined in the supernatant at 535 nm.

Activities of antioxidant enzymes

For measuring liver enzyme activities samples were homogenized at 4°C
and 750 g for 15 min in an ice-cold medium containing 250 mM mannitol, 70
mM sucrose, and 2 mM EDTA (pH 7,4). Mitochondria were isolated by
centrifugation of the supernatant at 12,000 g for 15 min. The mitochondrial
pellet was washed twice in isolation medium by centrifugation at 12,000 g for 15
min and finally diluted to contain approximately 100 mg mitochondrial protein
per mL. The supernatant fraction of the first 12,000 g centrifugation was
centrifuged again at 105,000 g for 60 min, and the supernatant was retained as

cytosol. Superoxide dismutase (SOD) was assayed in cytosolic and
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mitochondrial extracts according to Misra and Fridovich (1972). The assay of
glutathione peroxidase (GPx) was carried out according to Flohe and Gunzler
(1985). Glutathione-S-transferase (GST) was determined according to Habig et
al (1974).

Real-time RT-PCR

Total RNA was obtained by using a Trizol reagent (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and quantified with a Nanodrop. Residual genomic DNA
was removed by incubating RNA with RQ1 RNase-free DNase (Promega,
Madison, WI, USA). RNA integrity was confirmed by formaldehyde gel
electrophoresis. First-standard cDNA was synthesized using High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The negative
control (no transcriptase control) was performed in parallel. Real-time PCR was
performed under optimal condition using the following PCR amplification
mixture (20 pL total): 2x QuantiTect SYBR Green PCR master mix (Applied
Biosystems) and 0.3 pyM forward and reverse primers. The sets of PCR primers
used for the analysis of the mRNA abundance are specified in Tables 2 and 3.
Each assay included a no-template control and an RT negative control. Relative
changes in gene expression levels were determined using the 2-AACT. The
cycle number at which the transcripts were detectable was normalized to the

cycle number of GADPH gene detection, referred to as ACT.

Western blot analysis

Western blot (Laemmli, 1970) analyses were performed on cytosolic and
nuclear extracts. Nuclear extracts were prepared from liver homogenates as
described previously. Briefly, 100 mg of liver from all animals were
homogenized in 5x10* L of buffer A (0.01 M Hepes- KOH pH 7.9, 250 g/L
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Glycerol, 0.420 M NaCl, 0.0015 M MgCl,, 2x10™* M EDTA, 5x10* M DTT, 2x10™
M PMSF) and a phosphatase inhibitor cocktail (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) to disrupt extracellular matrix and cellular membranes.
Homogenates were centrifuged at 1,000 g for 10 min at 4°C. The pellet was
resuspended in 2.5x10™ L of buffer B (0.02 M NaCl Hepes- KOH pH 7.9, 250
g/L glycerol, 0.42 M NaCl, 15x10* M MgCl,, 2x10* M EDTA, 5x10* M DTT,
2x10* M PMSF) homogenized and incubated at 4°C for 30 min. Cellular debris
was removed by centrifugation at 14,000 g for 15 min at 4°C. The supernatant
fraction containing DNA binding proteins was recollected and stored at -80°C in
aliquots until use. Cytosolic extracts were prepared by liver tissue
homogenization in 0.25 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris and a
phosphatase and protease inhibitor cocktail (Roche). The homogenate was
centrifuged at 4°C for 30 min at 13,000 g. The supernatant fraction was
recollected and stored at -80°C in aliquots until use. Protein concentration of the
cytosolic and nuclear liver fractions was measured by the Bradford assay
(Bradford, 1976). Equal amounts of protein (10-50 ug) were separated by 9-
12% sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis for 1.5
h at 100 V and then blotted on polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes
(Amersham Pharmacia, Little Chalfont, UK). The membranes were then blocked
with 5% non-fat dry milk in phosphate buffered saline buffer containing 0.05%
Tween 20 (PBST) for 1 hour at room temperature and probed overnight at 4°C
with polyclonal anti- Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), Kelch-like
ECH-associated protein 1 (Keap1), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-xL, Fas
ligand (Fas-L), Poly(ADP-ribose)polymerase-1 (PARP-1), cytochrome c, lamin-
B, (Toll-like receptor 4) TLR4, decay-accelerating factor (DAF), hepatocyte
growth factor (HGF), c-Met (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), Janus kinase
(JNK), phospho-JNK, signal transducer and activator of transcription 3 (STAT-
3), phospho-STAT-3, extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2), phospho-
ERK1/2 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), c-FLIP and tumor
necrosis factor receptor-1 (TNF-R1) (Abcam, Cambridge, UK), with PBST

containing 3% non-fat dry milk. Equal loading of protein was demonstrated by
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probing the membranes with a rabbit anti actin or lamin-B polyclonal antibody
(1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) or rabbit anti-B-actin
polyclonal antibody (Sigma, St Louis, MO, USA; 1:1,000 dilution). After washing
with PBST, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with
secondary HRP conjugated antibody (Dako, Glostrup, Denmark, 1:5,000), and
visualized using ECL detection kit (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden).
The density of the specific bands was quantified with an imaging densitometer
(Scion Image, Maryland, MA, USA).

Immunohistochemistry

Tissue samples were recovered, fixed in 10% buffered formalin, and
embedded in paraffin for immunohistochemistry studies (Sternberg et al., 1970).
Sections (4 pm), samples were dewaxed and hydrated through graded
ethanols, cooked in 25 mM citrate buffer, pH 6.0, in a pressure cooker for 10
minutes, transferred into boiling deionized water and let to cool for 20 min.
Tissue sections were then treated with 3% hydrogen peroxide to inactivate
endogenous peroxidase activity. The slides were incubated with rabbit
polyclonal anti Nrf2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) or
caspase-3 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) overnight at 4°C,
followed by incubation with biotinylated second antibody (Biotinylated Anti-
Rabbit 1gG; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 hour at room
temperature. After 45 minutes of avidin-biotin amplification (ABC Standard;
Vector Laboratories), samples were incubated with the substrate 0.1% 3", 3'-
diaminobenzidine (DAB/Ni Substrate; Vector Laboratories) at room temperature

for 10 min. The nuclei were lightly outer stained with haematoxylin in solution.
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Electrophoresis mobility shift assay (EMSA)

Nuclear extract from rabbit livers were prepared from liver homogenates
as described previously. The oligonucleotides harbouring the antioxidant
response element (ARE) consensus sequence were labelled by T4
polynucleotide kinase. Binding reactions included 10 ug of nuclear protein in
incubation buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM
mercaptoethanol, 20% glycerol and 1 ug poly(dl-dC)). After 15 min on ice, the
labelled oligonucleotide (30,000 cpm) was added and the mixture incubated 20
min at room temperature. For competition studies, 3.5 pmol of unlabelled Nrf2
oligonucleotide (competitor) or labelled Nrf2 oligonucleotide mutate
(noncompetitor) were mixed 15 min before the incubation with the labelled
oligonucleotide. The mixture was electrophoresed through a 6% polyacrylamide
gel for 90 min at 150 volts. The gel was then dried and autoradiographed at -
70°C overnight. The density of the specific bands was quantified with an

imaging densitometer (Scion Image, Maryland, MA, USA).

Caspase activities

Caspase activities were measured by the Hasegawa method (Hesegawa
et al.,, 1996). Lysates were prepared by homogenizing liver tissue in 0,25 mM
sucrose, 1mM EDTA, 10 mM Tris and a protease inhibitor cocktail (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The lysates were then centrifuged at
14,000 g for 10 min at 4°C and supernatants (50 ug protein) were incubated for
1 hour at 37°C in HEPES containing 100 yM concentration of the specific
fluorogenic  substrates  7-amino-4-methylcoumarin  N-acetyl-L-aspartyl-L-
glutamyl-L-valil-L-aspartic acid amide (Ac-DEV-AMC), 7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin N-acetyl-L-isoleucyl-L-glutamyl-L-threonyl-L-aspartic
acid amide (Ac-IETD-AFC) and 7-amino-4-methylcoumarin N-acetyl-L-leucyl-L-
glutamyl-L-histidyl-L-aspartic acid amide (Ac-LEHD-AMC) for caspase-3, -8 and
-9 respectively (Alexis Biochemicals, San Diego, CA, USA). Cleavage of the
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fluorescent caspase-3, -8 and -9 substrates were monitored using fluorescence
microtiter plate reader (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) at excitation/emission wavelengths of
360/460 nm for caspase-3, 400/505 nm for caspase-8 and 380/505nm for
caspase-9 activity assays respectively. Activity was expressed as fluorescence

units per milligram of protein per min of incubation.

Statistical analysis

Results are expressed as mean valuestSEM. Data were compared by
analysis of variance (ANOVA); when the analysis indicated the presence of a
significant difference, the means were compared with the Newmann Keuls test.
Significance was accepted at p<0.05. Values were analyzed using the statistical
software SPSS+ vrs.19.0 (IBM, Chicago, lllinois, EE.UU.).

7.3 Results

Effects of melatonin on blood chemistry changes and markers of
oxidative stress in rabbits with RHDV induced FHF

AST and ALT activity increased in the group of animals infected with the
RHDV when compared to the control animals. These effects were significantly
prevented by melatonin treatment in a concentration-dependent manner (ALT,
RHDV+Mel10: -49%, RHDV+Mel20 -79%; AST, RHDV+Mel10: -55%,
RHDV+Mel20: -85%) (Figure 13). Melatonin also prevented the decrease on
glucose plasma concentrations caused by the experimental infection with the
RHDV (Figure 14).

In our experiments, both the TBARS concentration and the GSSG/GSH

ratio concentration were analyzed in the different experimental groups as
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markers of oxidative stress. Liver concentration of TBARS significantly
increased in RHDV infected rabbits (+70%), while values decreased in animals
receiving melatonin (RHDV+Mel10: -47%; RHDV+Mel20: -40%) and did not
significantly differ from values in the control group (Figure 13). Experimental
infection also induced a significant increase in the GSSG/GSH ratio (+137%).
GSH concentration decreased significantly in infected animals (-35%), while
there was a significant increases in GSSG concentration (+53%). These effects
were partially prevented by melatonin treatment at 10 mg/kg (GSSG/GSH: -
34%, GSH: +44%) and abolished by melatonin administration at 20 mg/kg
(GSSG/GSH: -57%, GSH: +71%; GSSG: -27%) (Figure 16).

Effects of melatonin on expression and activity of antioxidant enzymes in
rabbits with RHDV induced FHF

Effects of RHDV infection and melatonin on the activities of both Mn-SOD and
Cu,Zn-SOD were studied. A significant decrease in the Mn-SOD activity (-44%)
was found in infected animals. Melatonin was able to significantly prevent this
change at both 10 mg/kg (+48%) and 20 mg/kg (+62%). Cu,Zn-SOD activity
increased by 40% in RHDV infected rabbits. This effect was partially or totally
prevented by melatonin at 10 mg/kg (-19%) or 20 mg/kg (-26%), respectively.
GPx and GST activity were significantly lowered by the RHDV infection (-75%
and -16%, respectively). Changes in both enzymes were prevented by
melatonin in a concentration-dependent manner (GPx, RHDV+Mel10: +181%,
RHDV+Mel20: +264%; GST, RHDV+Mel10: +9%, RHDV+Mel20: +13 %)
(Figure 17).

To determine whether changes in the activity of antioxidant enzymes
could be regulated at a transcriptional level, we examined mRNA expression in
the different experimental groups. A reduction of Mn-SOD, GPx and GST
mRNA levels was found in RHDV infected rabbits. We detected also a

significant increase of Cu,Zn-SOD mRNA with infection. Melatonin treatment in
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infected animals resulted in a significant prevention of those changes that was

concentration-dependent (Figure 18).

To determine involvement of Nrf2 in the regulation of antioxidant enzyme
genes we measured protein levels by Western blot. Data obtained indicate that
Nrf2 protein increased in both the cytosol and the nucleus in liver cells of
RHVD-infected rabbit treated with melatonin. This effect reached a higher
extent in animals receiving melatonin at 20 mg/kg (Figure 19).
Immunohistochemical data indicated the presence of positively-stained
hepatocytes scattered throughout the parenchyma in liver sections from
infected rabbits, with a marked increase of Nrf2 expression in livers of RHDV
rabbits treated with melatonin (Figure 20). Keap1 levels also were measured by

western blot and no significant differences were found (Figure 21).

We then moved to investigate whether nuclear translocation of Nrf2 was
accompanied by binding to AREs in its target genes. EMSA data indicate that
the ARE-binding capacity of Nrf2 was significantly increased in a dose-
dependent manner in liver nuclear extracts from melatonin-treated animals

compared to RHDV infected animals (Figure 22).

Effects of melatonin on liver inflammatory reaction in rabbits with RHDV
induced FHF

Activation of TLR4 may initiate cascades of proinflammatory mediators
thus aggravating hepatocellular damage in severe forms of acute liver disease.
We found that melatonin administration significantly dampened the elevation of
TLR4 mRNA expression (RHDV+Mel10: -20%, RHDV+Mel20: -57%) and TLR4
protein concentration (RHDV+Mel10: -32%, RHDV+Mel20: -36%) that occurred
in livers from RHDV infected rabbits (Figures 21 and 22). Liver mRNA
expression of high-mobility group protein B1 (HMGB-1), whose binding to TLR4

mediates its effects in hepatic injury, enhanced markedly in untreated-infected
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rabbits while it was maintained at significantly lower values in animals which
received melatonin therapy (RHDV+Mel10: -81%, RHDV+Mel20: -83%) (Figure
23). An opposite effect was observed for DAF, a molecule involved in
modulating the interaction between TLR signalling and complement. DAF
protein concentration was strongly reduced in RHDV infection and melatonin
administration prevented this effect (RHDV+Mel10: +196%, RHDV+Mel20:
+110%) (Figure 26).

Proinflammatory cytokines have been shown to play a key role in acute
liver injury of various etiologies. We found that mRNA levels of interleucin-6 (IL-
6), IL-1B, and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) were strongly elevated in
RHDV infected livers compared to healthy controls, and that melatonin
treatment resulted in a significant reduction in the mRNA expression of all these
molecules (IL-6, RHDV+Mel10: -52%, RHDV+Mel20: -71%; IL-1(,
RHDV+Mel10: -21%, RHDV+Mel20: -32%; TNF-a, RHDV+Mel10: -35%,
RHDV+Mel20: -67%). C reactive protein (CRP) mRNA expression also
increased significantly following experimental infection and this effect was
partially prevented by melatonin administration (RHDV+Mel10: -63%,
RHDV+Mel20: -62%) (Figure 27). Activation of matrix metalloproteinases
(MMPs), particularly MMP-9, is a critical event in the development of
experimental FHF. We observed a marked hepatic overexpression of MMP-9 in
RHDV infected animals; however, in the liver of RHDV infected rabbits that
received melatonin, MMP-9 was markedly downregulated (RHDV+Mel10: -60%,
RHDV+Mel20: -83%) (Figure 28).

Effects of melatonin on hepatic apoptosis in rabbits with RHDV induced
FHF
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Activation of caspase-3 is the common event initiated by multiple
different stimuli that induce apoptosis. To determine whether caspase-3 was
activated by RHDV infection, samples were incubated with a specific fluorigenic
substrate whose cleavage indicated that infection resulted in a marked increase
of caspase 3 activity. Treatment with melatonin prevented this activation in a
concentration-dependent manner (RHDV+Mel10: -27%, RHDV+Mel20: -43%)
(Figure 29). To further assess caspase-3 activation, immunohistochemistry for
caspase-3 was performed. No positively stained cells appeared in control
animals. However, in livers from RHDV infected rabbits, numerous positively
stained hepatocytes were observed. A significant and concentration-dependent
reduction in caspase-3 staining was detected in infected rabbits treated with
melatonin (Figure 30). PARP-1 is a nuclear enzyme catalytically activated by
DNA strand interruptions. Caspase-3 is mainly responsible for its cleavage into
an 85 kDa fragment whose presence confirms that cells are undergoing
apoptosis. In our experiments, western blot analysis demonstrated a marked
PARP-1 proteolysis in animals with RHDV infection, which was partially or
totally abolished by melatonin (10 or 20 mg/kg, respectively) (RHDV+Mel10: -
40%, RHDV+Mel20: -61%) (Figure 31).

To identify the apoptotic pathways inhibited by melatonin, we examined
different markers of the intrinsic and extrinsic pathways. Bax is a member of the
Bcl-2 family that favours apoptosis, contributing to the release of the
intermembrane mitochondrial cytochrome ¢, which in turn activates caspase-9
and downstream caspases, such as caspase-3. Our data demonstrate a
significantly increased expression of Bax and cytochrome ¢ in RHDV infected
rabbits, which were prevented by melatonin in a concentration manner (Bax,
RHDV+Mel10: -38%, RHDV+Mel20: -55%; cytochrome ¢, RHDV+Mel10: -26%,
RHDV+Mel20: -55%) (Figures 32 and 33). These effects were accompanied by
parallel changes in caspase-9 activity (RHDV+Mel10: -35%, RHDV+Mel20: -
58%) (Figure 34). Formation by Bax of the mitochondrial pore that allows the

release of cytochrome c is prevented by Bcl-2. Expression of this antiapoptotic
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protein was not significantly impaired in animals with RHDV infection but
increased in animals receiving melatonin (RHDV+Mel10: +93%, RHDV+Mel20:
+103%), resulting in a decrease of the Bax to Bcl-2 ratio. Expression of Bcl-xL,
another antiapoptotic protein of the Bcl-2 family, was also significantly induced
by melatonin (RHDV+Mel10: +96%, RHDV+Mel20: +98%) (Figure 35).

To determine whether melatonin also has effects on the extrinsic
pathway of apoptosis, the activity of caspase-8, the key initiator caspase
mediating Fas-L- and TNF-a-induced apoptosis, was measured. Data obtained
indicated a small although significant increase in RHDV infected animals, which
was abolished by the higher concentration of melatonin (RHDV+Mel10: -8%,
RHDV+Mel20: -19%) (Figure 36). However, although Fas-L expression was
markedly increased in RHDV infected rabbits, no significant change appeared in
the animals receiving melatonin (RHDV+Mel10: -1%, RHDV+Mel20: -3%)
(Figure 37). In the extrinsic pathway of apoptosis, the binding of TNF-a to its
receptor TNF-R1 is also responsible for the recruitment and processing of
caspase-8. Data obtained indicate that RHDV infection induced a significant
increase in TNF-R1 expression that was abrogated by melatonin
(RHDV+Mel10: -34%, RHDV+Mel20: -40%) (Figure 38). Expression of the
inhibitory protein of caspase-8, c-FLIP, was significantly inhibited by RHDV
infection, and this effect was concentration-dependently prevented by melatonin
(RHDV+Mel10: +152%, RHDV+Mel20: +391%) (Figure 39). Melatonin
treatment also inhibited the increase in phospho-JNK expression observed in
animals infected with the RHDV (RHDV+Mel10: -39%, RHDV+Mel20: -40%)
(Figure 40).

Effects of melatonin on hepatic regeneration in rabbits with RHDV
induced FHF
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Growth factors have a huge potential to elicit liver regeneration and to
improve the management and outcome of both acute and chronic hepatic
disease. In the liver of RHDV infected rabbits we found a marked decrease in
the mRNA expression of HGF and of its receptor c-Met. The infected rabbits
treated with melatonin exhibited higher hepatic expression of HGF and of c-Met
compared to untreated infected rabbits (HGF, RHDV+Mel10: +51%,
RHDV+Mel20: +81%; c-Met, RHDV+Mel10: +48%, RHDV+Mel20: +67%)
(Figure 41). Positive effect of melatonin was further confirmed by the increase in
both- HGF and c-Met protein concentration (HGF, RHDV+Mel10: +51%,
RHDV+Mel20: +81%; c-Met, RHDV+Mel10: +234%, RHDV+Mel20: +224%)
(Figure 42). mRNA expression of platelet-derived growth factor (PDGF-B) and
its receptor (PDGFR-B) in liver tissue dropped intensely in RHDV infected
rabbits, while those treated with melatonin showed significantly higher values of
both PDGF-B and its receptor (PDGF-B, RHDV+Mel10: +59%, RHDV+Mel20:
+59%; PDGFR-B, RHDV+Mel10: +9%, RHDV+Mel20: +61%, respectively).
Furthermore, melatonin therapy prevented the significant decline of hepatic
epidermal growth factor (EGF), epidermal growth factor receptor (EGFR) and
vascular endothelial growth factor (VEGF) mRNA levels taking place in RHDV
infection (EGF, RHDV+Mel10: +27%, RHDV+Mel20: +42%; EGFR,
RHDV+Mel10: +36%, RHDV+Mel20: +75%; VEGF, RHDV+Mel10: +36%,
RHDV+Mel20: +75%, respectively) (Figure 43).

To deepen into the mechanisms underlying melatonin protection, we
examined by Western blot phosphorylation of ERK1/2 and STAT3, two key
signalling molecules involved in the regulation of hepatocyte cell proliferation.
Densitometric analysis revealed that relative level of phospho-ERK1/2 and
phospho-STAT3 normalized to that of B-actin was significantly enhanced in
rabbits treated with melatonin (phospho-ERK1/2, RHDV+Mel10: +35%,
RHDV+Mel20: +73%; phospho-STAT3, RHDV+Mel10: +188%, RHDV+Mel20:
+204%, respectively) (Figure 44).
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7.4 Discussion

Data obtained in the present study indicate that melatonin prevented liver
injury in animals experimentally infected with the RHDV, inducing a significant
and concentration-dependent inhibition of both ALT and AST activities.
Moreover, melatonin administration resulted in inhibition of oxidative stress and

increased different antioxidant defences.

The liver concentration of TBARS and the molecular ratio between
GSSG and GSH, sensitive indicators of the cellular redox state (Crespo et al.,
2008), were significantly increased in animals with experimental infection by the
RHDV. Oxidative stress is a common finding in different animal models of FHF,
which appears to play an important role in the pathogenesis of the disease by
contributing to apoptotic cell death (Garcia-Lastra et al., 2010). The non-protein
thiol, reduced glutathione (GSH) serves as a scavenger of different free radicals
and is one of the major defences against oxidative stress. We found a decline in
GSH levels in RHDV infected animals, which may be due to the excess
utilization of this antioxidant for scavenging the free radicals, a lowered
synthesis or increased degradation to generate cysteine required in other
potentially damaged tissues (Garcia-Lastra et al., 2010). We also observed a
significantly reduction of the GSSG/GSH ratio and TBARS concentration in the
liver in infected rabbits treated with melatonin. These results confirm previous
studies indicating that melatonin is able to regulate and/or maintain the
intracellular concentration of glutathione and to prevent oxidative stress (Reiter
et al., 2000).

Antioxidant enzymes such as SOD and glutathione peroxidase protect
the cells against oxidative stress mediated cellular injury by converting the toxic
radicals to non-toxic end products. SOD, including Cu,Zn-SOD in cytosol and
Mn-SOD in mitochondria, rapidly converts superoxide anion to H,O,. The later
can be converted to more harmful hydroxyl radicals in the presence of transition

metals such as iron and copper. GPx can decompose H,O, to water, and GST
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catalyzes the nucleophilic attack by reduced glutathione on nonpolar
compounds that contain an electrophilic atom, often resulting in detoxification.
Any factor that inhibits the activities of antioxidant enzymes may lead to
accumulation of reactive oxygen species (ROS) and subsequently oxidative
damage to biological macromolecules (Garcia-Mediavilla et al.,, 2005).
Antioxidant enzyme regulation by melatonin has been shown to occur
concomitant with its protection against elevated oxidative stress in various
experimental situations (Rodriguez et al., 2004). Thus, melatonin increases
GPx activity and simultaneously reduces free radical damage and GSSG
concentration in the liver of rats treated with lipopolysaccharide (Crespo et al.,
2008). We have shown that expression and activity of Cu,Zn-SOD and cytosolic
and mitochondrial GPx increase in parallel to a reduced concentration of
TBARS and to a lowered GSSG/GSH ratio in the liver of aging rats treated with
melatonin (Mauriz et al., 2007). It has also been found that melatonin induces
rises in liver GSH and SOD activity in rats administered with benzo(a)pyrene or
prevents the decrease of GPx activity and the rise in TBARS concentrations in

rats treated with carbon tetrachloride (Hong et al., 2009; Tahan et al., 2009).

Nrf2 is a member of the cap “n” collar basic region-leucine zipper
transcription factors which plays a critical role by binding to the ARE in the
promoter region of a number of genes encoding for antioxidant and detoxifying
enzymes in several types of cells and tissues (Reiter et al., 2000). Under basal
condition, a negative regulator Keap1 represses Nrf2-dependent transcription.
When cells are exposed to different inducers, Nrf2 escapes Keap1-mediated
repression and translocates into the nucleus where it forms a heterodimer with
a small Maf protein. The dimer then activates ARE-dependent gene expression
to maintain cellular redox homeostasis (Rodriguez et al., 2004). In the present
study it was observed that melatonin treatment resulted in increased protein
levels of Nrf2 and induced its nuclear translocation and its antioxidant response
element (ARE) binding in liver of animals with FHF. Our data support previous

results indicating that Nrf2 play an important role in the protection against liver
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injury induced by alcohol (Murawska-Cialowicz et al., 2009) or nutritional
steatohepatitis (Li et al., 2009). Melatonin, by triggering the stabilization and
translocation of Nrf2 into the nucleus may promote transcription of target genes
such as GPx, GST and Mn-SOD. Maintenance of liver GSH concentration in
infected rabbits treated with melatonin could also be related to Nrf2 activation,
because there are reports that mice lacking Nrf2 exhibit lower GSH levels and
lower gamma glutamate cysteine ligase, the rate-limiting enzyme in GSH
synthesis, and overexpression of Nrf2 has been shown to induce the human
gamma glutamate cysteine ligase promoter activity (Xu et al., 2008; Wu et al.,
2012).

Different mechanisms could be responsible for the activation of Nrf2
induced by melatonin. The activity of Nrf2 is normally suppressed in the cytosol
by specific binding to Keap1, which hampers the nuclear translocation of Nrf2.
Therefore, factors which stimulate the dissociation of Nrf2 from its receptor may
result in an activation of Nrf2 signalling (Sugimoto et al., 2010). Our data
indicate that Keap1 protein concentration, similarly to previous reports in
animals receiving antioxidants (Chan et al.,, 2001; Lu, 2009), remained
unaltered in animals receiving melatonin, which resulted in an increased ratio
Nrf2/Keap1. This may indicate that Nrf2, upon melatonin treatment, dissociates
from Keap1 and hence translocates to the nucleus. It is also known that
inhibition of upstream kinases responsible for phosphorylation of ERK1/2
attenuates the nuclear translocation of Nrf2 (Mauriz et al., 2007). We have
recently reported that expression of phosphorylated ERK1/2 was absent at 48 h
postifection in RHVD-infected rabbits (Ogeturk et al., 2008), and prevention of
this effect by melatonin could also contribute to Nrf2 activation and subsequent

upregulation of antioxidant enzyme genes.

An interesting finding from our study was the increase in the expression
and activity of Cu,Zn-SOD in rabbits infected with the RHDV, an effect that was
prevented by melatonin administration. Although there are reports that Nrf2

mediates the expression of Cu,Zn-SOD in response to different compounds
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(Park and Rho, 2002; Xu et al., 2009), it has also been shown that changes in
the Nrf2 signalling pathway are not always accompanied by changes in Cu,Zn-
SOD expression (Sriram et al., 2009). Moreover, it is known that Cu,Zn-SOD
and Mn-SOD may be differentially regulated and that Mn-SOD but not Cu,Zn-
SOD is highly induced by proinflammatory cytokines, whose biological action is
mediated through NF-kB (Sugino et al., 1998). We have recently reported that
both the NF-kB signalling pathway and the expression of TNF-a are significantly
induced in the liver of RHDV infected rabbits (Ogeturk et al., 2008).

The transmembrane protein TLR4, which exists mainly in macrophages
such as Kupffer cells of the liver, plays an important role in infectious and
inflammatory disease states (O’Neill, 2007). HMGB-1 is a nuclear protein with
cytokine-type functions that is passively release during cell injury and necrosis,
or actively secreted during immune cell activation (Yang et al., 2010), and
previous studies indicate that binding of HMGB-1 to TLR4 mediates its effects in
hepatic ischemia/reperfusion and concavalin A-mediated hepatic injury (Gong et
al., 2010; Kang et al., 2011). Gene deletion of TLR4 has been shown to palliate
liver injury in experimental models of acute liver damage (Zhai et al., 2004), and
it is known that treatment with E5564, a TLR4 antagonist, improves the overall
survival rate of rats with D-galactosamine and lipopolysaccharide-induced FHF
(Kitazawa et al., 2010). Data in the present study confirm that the HMGB-1-
TLR4 pathway may contribute to inflammatory damage in RHDV infected rabbit,
an effect which could be partialy mediated by the activation and nuclear
translocation of NF-kB previously shown to exist in this animal model of FHF
(Garcia-Lastra et al., 2010). Moreover, our results support an anti-inflammatory
effect of melatonin, since both the liver expression of HMGB-1 and TLR4 were
significantly reduced in infected animals that received melatonin. Regulation of
complement activation is mediated by a family of complement receptor and
regulatory proteins, including DAF (Hourcade et al., 2010), a molecule that has
been recently shown to reduce the inflammatory injury mediated by both

complement and TLR signalling (Kaikkonen et al., 2010). Viruses, bacteria, and
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parasites have developed many efficient strategies to avoid clearance and
destruction by complement. Thus, several enveloped viruses, such as human
immunodeficiency virus, passively sequester DAF into the envelopes of newly
emerging viruses, thereby inhibiting the host’s ability to regulate complement
(Saifuddin et al., 1997). This could also occur in RHDV infected rabbits, which
show significantly decreased DAF expression, an effect prevented by
administration of melatonin. Activation of complement and TLR systems results
in the production of several biologically active molecules that contribute to
inflammation, including cytokines and CRP, which play a key role in acute liver
injury of various etiologies (Antoniades et al., 2008). As expected, we found that
mRNA levels of IL-1B, IL-6, TNF-a and CRP were strongly elevated in RHDV
infected rabbits. Treatment with melatonin resulted in a significant reduction in
the expression of all these molecules, confirming the anti-inflammatory action of

the hormone.

In addition, we observed that melatonin treatment elicited a significant
reduction in the phosphorylation of JNK, a MAP kinase that was upregulated in
untreated RHDV infected animals. JNK mediates inflammatory processes by
inducing the expression of inflammatory cytokines (Paik et al., 2003), and the
induction of JNK represents the strategic effector of cell death in the TNF-a-
mediated signalling pathway (Papa et al., 2009). Therefore, JNK is thought to
play a key role in acute hepatic injury. This chain of events appears to be
inhibited by melatonin administration. Our results are supported by previous
research indicating that suppression of the JNK pathway contributes to the
beneficial effects of melatonin in hepatic ischemia/reperfusion injury (Liang et
al., 2009).

Activation of matrix MMPs, particularly MMP-9, is a critical event in the
development of experimental FHF, and it has been recently shown that IL-1-
mediated MMP-9 induction plays an essential pathogenic role in models of FHF
by promoting degradation of extracellular matrix which leads to apoptosis of

hepatocytes and triggers the influx and activation of polymorphs which enhance
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tissue damage (Yan et al.,, 2008). Similarly to the previously described
downregulation of MMP-9 by cardiotrophin-1 in this animal model of FHF
(Tufidn et al., 2011), we found that melatonin elicited in RHDV infected rabbits a
reduction in the expression of MMP-9. Our data confirm the known inhibition of

MMP-9 by melatonin under various conditions (Swarnakar et al., 2011).

In the last few years, there are data indicating that melatonin may behave
as an antiapoptotic agent in nontumor cells, this effect contributing to protect
against organ injury in different liver diseases (Molpeceres et al., 2007; Kim and
Lee, 2008; Hu et al., 2009; Koh, 2011). Increases in both caspase-3
expression/activity and the 85 kDa fragment resulting from PARP-1 proteolysis
now observed demonstrate, confirming previous data (San Miguel et al., 2006),
a significant induction of apoptosis by RHDV infection. Effects reported were
abrogated in a dose-dependent manner by melatonin, which thus protected

against apoptotic damage in this viral model of FHF.

Apoptosis is regulated by two major pathways (intrinsic and extrinsic) that
are not mutually exclusive but closely related in hepatocytes. In the intrinsic
pathway, various apoptotic-inducing signals, particularly oxidative stress,
directly or indirectly change mitochondrial membrane permeability and cause
the release of mitochondrial intermembrane proteins, including cytochrome c,
which leads to the activation of caspase-9 and downstream caspase-3 (Mauriz
et al.,, 2008). Several intracellular proteins, in particular the Bcl-2 family, are
important regulators of the intrinsic pathway, integrating death and survival
signals. This family includes both pro-apoptotic (Bax) and antiapoptotic (Bcl-2 or
Bcl-xL) proteins. Bcl-2 and Bcl-xL function to prevent cell death, whereas Bax
accelerates the cell death signal (Fabregat et al., 2007). Our results indicate
that melatonin induces a significant decrease in Bax protein level that is
accompanied by increased Bcl-2 and Bcl-xL, resulting in a lowered ratio of
proapoptotic to antiapoptotic proteins. This could in turn contribute to explain
the reduced cytosolic level of cytochrome ¢ and the lowered activity of caspase-

9. We have previously found a similar effect induced by the antioxidant N-
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acetylcysteine in this animal model of FHF (San Miguel et al., 2006), and there
are reports that melatonin antagonizes the intrinsic pathway of apoptosis by
altering Bax/Bcl-2 levels mostly via its radical scavenging activity (Radogna et
al., 2008; Maity et al., 2009).

The extrinsic pathway of apoptosis is initiated by the activation of
membrane-bound receptors by specific ligands. The death domain-associated
proteins complex with pro-caspase-8, resulting in proteolytic cleavage and
activation of pro-caspase-3 and the cellular apoptosis cascade (Mauriz et al.,
2008). Caspase-8 is a key initiator caspase mediating Fas-L-induced apoptosis
by this extrinsic pathway of apoptosis, in which the binding of Fas to Fas-L
induces clustering and formation of death induces signalling complexes. In our
study, both caspase-8 activity and Fas-L increased in animals with experimental
RHDV infection; however, only caspase-8 activity was significantly reduced in
infected rabbits treated with melatonin. This apparently controversial result
could be partly explained by the fact that activation of caspase-8 can also occur
as part of the cytochrome c-triggered caspase cascade (Cowling and Donward,
2002). It is known that caspase-8 processing in this system does not require
Fas-L and may be experimentally induced by the addition of cytochrome c to
the cytosol (Slee et al., 1999). Therefore, blocking of cytochrome c release by
melatonin could contribute to the inhibition of caspase-8 activation. Activation of
caspase-8 may also be triggered by increased generation of TNF-a and its
binding to TNF-R1 death receptor on the cell surface. This cytokine is a major
mediator leading to apoptotic liver injury in the different animal models of FHF
(Tufdn et al., 2009), and it has been demonstrated that melatonin significantly
reduces the elevation of TNF-a in D-galactosamine/lipopolysaccharide-treated
mice (Wang et al., 2007). We have previously reported a marked increase in
liver TNF-a in RHDV infected rabbits (Garcia-Lastra et al., 2010), and present
data indicate that TNF-R1 overexpression is abrogated by melatonin. Therefore,
the antiapototic effect of melatonin in this experimental model of FHF may be, at

least in part, associated with inhibition of TNF-a-mediated apoptosis. In
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addition, TNF-a elicits the overgeneration of reactive oxygen species from
mitochondria and depolarization of mitochondrial membrane that ultimately
contribute to its proapoptotic action (Takai et al., 2007). Different studies have
shown that glutathione depletion sensitizes hepatocytes to TNF-a-mediated
apoptosis (Matsumaru and Kaplowitz, 2003), while antioxidants exert a
cytoprotective effect (Harhaiji et al., 2008). Blocking of TNF-a signalling could in
consequence participate in the inhibition of the intrinsic pathway of apoptosis

induced by melatonin.

An additional interesting finding is the inhibition of c-FLIP expression
induced by RHDV infection. c-FLIP is an inhibitor of caspase-8, whose protein
degradation is a key event in Fas-L and TNF-a-induced cell death (Gonzalez-
Rodriguez et al., 2009). It is known that JNK enhances TNF-a-induced death
through the protesomal processing of c-FLIP (Chang et al., 2006), and we have
shown in a previous study that the activation of JNK is an essential component
in liver injury mediated by the RHDV (Garcia-Lastra et al., 2010). Because
melatonin inhibited phospho-JNK expression in a concentration-dependent
manner, this would abrogate c-FLIP degradation and could be sufficient to
inhibit caspase-8- activation in the extrinsic apoptotic pathway. In fact, previous
studies have shown that JNK deficiency or treatment with a JNK inhibitor blocks
c-FLIP ubiquitination and renders mice resistant in the different models of FHF

(Gonzalez-Rodriguez et al., 2009).

FHF arises as result of an extensive hepatocellular cell injury that
damages the liver capacity to regenerate; however, pathogenic therapies able
to stimulate regeneration are lacking. Our data indicate that melatonin triggers
the expression of growth factors and growth factor receptors, which have a
huge potential to elicit liver regeneration and to improve the management and
outcome of both acute and chronic liver disease (Mizuno and Nakamura, 2007).
The HGF/c-Met signalling pathway is a major survival pathway in liver that
operates during liver development, homeostasis and regeneration (Sanchez

and Fabregat, 2010). Liver specific c-Met and HGF conditional knock-out mice
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show an impairment of the regenerative response (Phaneuf et al., 2004).
PDGF-B is endowed with cytoprotective activity and promotes hepatocyte
proliferation (Borkham-Kamphorst et al., 2008). In patients with FHF it has been
shown that PDGF-B plasma levels correlate positively with survival (Takayama
et al.,, 2011), suggesting that upregulation of this growth factor may foster
recovery. Demonstration of a critical role for EGFR in hepatocyte proliferation
during the initial phases of liver regeneration has recently been provided by
generating mice with a liver-specific EGFR deficiency (Nataraja et al., 2007).
Finally, VEGF expression increases markedly during liver regeneration induced
either by partial hepatectomy or drug intoxication (Shimizu et al., 2001), and it
has been suggested that VEGF signalling facilitates liver recovery from
acetaminophen toxicity by promoting sinusoidal restoration (Kato et al., 2011).
Melatonin therapy triggered the expression of the above growth factors. We
have recently found that cardiotrophin-1 induces a parallel increase in survival
and expression of PDGF-B, EGF, PDGFR and c-Met in RHDV infected rabbits
(Tundn et al., 2011). Thus, it is likely that upregulation of growth factors and
their receptors by melatonin contribute to stimulate regeneration following

severe acute liver injury.

Wound repair activity in the liver is associated with an orchestrated
cellular response leading to tissue regeneration, which involves coordinated
activation of signalling pathways, such as MAPKs and nuclear transcription
factors pathways (Fausto et al., 2006). The MAPK ERK1/2 is employed to
support the replication of RNA viruses (Pleschka, 2008), and in our experiments
p-ERK levels were significantly increased in RHDV infected rabbits. However,
ERK1/2 also mediates a number of cellular processes that include -cell
differentiation, growth, and survival (Pearson et al., 2001). ERK activation is a
key signalling pathway involved in the regulation of both hepatocyte and
endothelial cell proliferation, and activation of the ERK pathway has been
shown after partial hepatectomy (Talarmin et al.,, 1999; Bustos et al., 2003).

Melatonin has been previously reported to sustain the activation of this survival
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-promoting pathway in UVB stressed cells (Luchetti et al., 2009), and promotes

a similar effect following RHDV infection.

The role of the transcription factor STAT3 in liver regeneration has also
been extensively investigated Rapid activation of STAT3 has been well-
documented during liver regeneration after partial hepatectomy or liver injury
(Sakuda et al., 2002; Wang et al., 2010), and it is known that HGF, EGF, and
hepatitis viral proteins can also activate STAT3 in hepatocytes (Wang et al.,
2011). Phosphorylated STAT3 then activates the transcription of many target
genes that play important roles in promoting hepatocyte survival and liver
regeneration, protect against hepatocellular damage and reduce liver necrosis-
associated inflammation (Michalopoulos, 2007). We have previously reported
that lack of STAT3 activation, probably mediated by suppressor of cytokine
signalling (SOCS)3 over-expression, contributes to the inhibition of the
regenerative response in RHDV infected rabbits (Garcia-Lastra et al., 2010).
Increased expression of STAT3 could therefore we partly responsible for the

beneficial effects of melatonin in this animal model of FHF.
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Conclusions

8.1 First conclusion

Fulminant hepatic failure induced by the rabbit hemorrhagic disease virus
is accompanied by a significant increase in the activity of genes related to
oxidative stress, inflammation and apoptosis. Furthermore, the virus causes a
significant reduction in the expression of mediators and signalling pathways
leading to liver regeneration. These data confirm that this disease is a suitable

animal model for studying new treatment options of human liver failure.

8.2 Second conclusion

Data from this study indicate that melatonin prevents oxidative stress and
the decreased activity of antioxidant enzymes induced by the rabbit
hemorrhagic disease virus. This effect could be attributed to activation of the
signalling pathway of the transcription factor Nrf2 responsible of the activation of

the genes involved in the antioxidant response.

8.3 Third conclusion

Administration of melatonin reduces apoptosis caused by the rabbit
hemorrhagic disease virus by increasing the expression of antiapoptotic
proteins and decreasing the expression of proapoptotic proteins, the output of
cytochrome ¢ from mitochondria and activation of caspase 3. This could be
related, at least in part, with the decrease of oxidative stress that melatonin
produces, which would mean less damage to various organelles such as
mitochondria, which regulate the release and expression of different mediators

of apoptosis.
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8.4 Fourth conclusion

The rabbit haemorrhagic disease virus causes a significant reduction in
the expression of mediators and signalling pathways leading to liver
regeneration. Melatonin treatment increases the expression of hepatic growth
factors and their receptors and stimulate the phosphorylation of ERK kinase and
transcription factor STAT3, two key signalling molecules involved in the

regulation of the proliferation of hepatocytes.

8.5 Final conclusion

Results confirm the protective role of melatonin against oxidative stress,
apoptosis and liver inflammation caused by the rabbit haemorrhagic disease
virus. Furthermore, treatment with melatonin induces the regeneration process,

a key event for a possible recovery from fulminant hepatic failure.

Because fulminant hepatic failure is associated with high mortality and
orthotopic transplantation is not always possible in a timely fashion, inhibition of
oxidative stress, inflammation and apoptosis, and induction of liver regeneration
could be molecular targets of the therapeutic use of melatonin in fulminant
hepatic failure, constituting a temporary support while awaiting transplantation

or spontaneous recovery
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