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Mecanismos de proteccion de estrategias
terapéuticas basados en la inhibicion de PPARy
en el trasplante de higados esteatosicos
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RESUMEN

Introduccién: La esteatosis es la causa del mayor nimero de érganos no aptos para trasplante hepatico, ya que los higados es-
teatdsicos toleran peor que los normales la lesidn por isquemia-reperfusion. Se ha reportado previamente el papel clave que
desempefia el receptor de peroxisoma proliferador-activado gamma en la vulnerabilidad de los injertos esteatdsicos frente
a la isquemia-reperfusidn en el trasplante hepatico y los beneficios de los antagonistas del peroxisoma proliferador-activado
gamma en esas condiciones; sin embargo, se conoce poco acerca de sus mecanismos protectores subyacentes. Objetivos:
Investigar si los antagonistas del peroxisoma proliferador-activado gamma protegen a los injertos esteatdsicos a través de
regular el estrés del reticulo endoplasmico y el estrés oxidativo. Material y métodos: Se realizé un trasplante hepatico con
injertos esteatdsicos utilizando ratas de la cepa Zucker. El peroxisoma proliferador-activado gamma fue alterado farmacoldgi-
camente. Resultados: La expresién de marcadores del reticulo endoplasmico en injertos esteatdsicos mostrd niveles basales
de expresion, y consecuentemente, la administracion del antagonista del peroxisoma proliferador-activado gamma tampoco
indujo cambios en la expresion. Por otro lado, el tratamiento con el antagonista del peroxisoma proliferador-activado gamma
resultd en una reduccion de la peroxidacion lipidica y nitrotirosinas, indicando una disminucion en la formacion de peroxinitri-
tos. Conclusiones: La inhibicidon farmacolégica del peroxisoma proliferador-activado gamma protege a los injertos esteatdsicos
a través de reducir el estrés oxidativo.

Palabras clave: Trasplante hepatico, higado esteatdsico, isquemia-reperfusion, PPARY,
estrés del reticulo endoplasmico, estrés oxidativo.

ABSTRACT

Background: Numerous steatotic livers are discarded as unsuitable for transplantation because of their poor tolerance of
ischemia-reperfusion. The key role of peroxisome proliferator-activated receptor gamma in the vulnerability of this type of
liver to ischemia-reperfusion injury associated with transplantation and the benefits of peroxisome proliferator-activated
receptor gamma antagonists under these conditions have been previously reported. However, the mechanisms responsible
for such effect are poorly understood. Objective: This study examines whether the benefits of peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor gamma antagonists in steatotic liver transplantation could be explained by the regulation of endoplasmic
reticulum stress and oxidative stress. Material and methods: Steatotic livers were transplanted in Zucker rats. The peroxisome
proliferator-activated receptor gamma was altered pharmacologically and endoplasmic reticulum stress and oxidative stress
markers were measured. Results: Protein expression of endoplasmic reticulum stress markers in steatotic livers subjected to
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either transplantation without treatment or transplantation with administration of peroxisome proliferator-activated recep-
tor ggmma antagonist was at baseline levels. On the other hand, treatment with peroxisome proliferator-activated receptor
gamma antagonist significantly reduced lipid peroxidation and nitrotyrosine levels when compared with the trasplantation
group without treatment, indicating a reduction in peroxynitrite levels. Conclusions: Our results indicate that strategies based
on inhibition of peroxisome proliferator-activated receptor gamma protect steatotic liver grafts against ischemia-reperfusion

through a reduction in oxidative stress.

Key words: Liver transplantation, fatty liver, ischemia-reperfusion, PPARy, endoplasmic reticulum stress, oxidative stress.

INTRODUCCION

La lesion por isquemia-reperfusion (I/R) persiste como
una complicacién seria en la practica clinica, ya que
esta asociada con el riesgo de disfuncién del injerto y
con falla hepatica posterior a la cirugia en el trasplan-
te hepatico. Actualmente se estima que la esteatosis
hepdatica esta presente en mds de 50% de los donantes
cadavéricos y se le ha reconocido como una variable
crucial en el donante para predecir el resultado pos-
trasplante.’? El uso de injertos hepaticos esteatdsicos
en el trasplante supone un riesgo afadido, ya que estos
higados toleran peor que los no esteatdsicos la lesién
por isquemia-reperfusidon. La presencia de esteato-
sis moderada aumenta la incidencia de falla primaria
y disminuye la supervivencia del paciente después de
un trasplante hepatico. Ademas, la esteatosis es la
causa del mayor numero de érganos no aptos para el
trasplante, acentuando asi la problematica del banco
de drganos.? Por lo tanto, es evidente la necesidad de
minimizar los efectos adversos de la lesidn por isque-
mia-reperfusion en el trasplante de injertos hepaticos
esteatdsicos.

Nuestro grupo de investigacion ha reportado ante-
riormente que la reduccién en los niveles del peroxisoma
proliferador-activado gamma (PPARy) protege a los injer-
tos hepaticos esteatdsicos frente a la lesidon por isquemia-
reperfusién. En este sentido, el tratamiento con un an-
tagonista del PPARy redujo la lesion hepatica en injertos
esteatodsicos y su efectividad fue especifica para este tipo
de higado, ya que no se observd ningun efecto protector
en injertos no esteatdsicos.* Sin embargo, los mecanismos
moleculares involucrados en el efecto terapéutico de esta
estrategia no se han explicado completamente.

En respuesta a una sobrecarga o estrés del reticulo
endoplasmico (ERE), se inicia un programa transcrip-
cional denominado respuesta a mal ensamblaje protei-
co (unfolded protein response o UPR por sus siglas en
inglés) disefiado especificamente para disminuir la tasa
de traduccion o sintesis de proteinas, y prevenir con ello
una acumulacién posterior de proteinas mal ensambla-

das y una disrupcidon de la homeostasis en el reticulo
endopldsmico. La UPR caracteristicamente presenta tres
sensores de ERE compuestos por proteinas transmem-
brana del reticulo: la proteina reclutadora de inositol 1
(inositol requiring 1 o IRE-1 por sus siglas en inglés), la
proteina cinasa del reticulo endopldsmico (protein ki-
nase-like endoplasmic reticulum kinase o PERK por sus
siglas en inglés) y el factor activador de la transcripcion
6 (activating transcription factor 6 o ATF6 por sus siglas
en inglés). Estas proteinas normalmente se encuentran
en estado inactivo en la membrana del reticulo endo-
plasmico unidas a chaperonas residentes en el reticulo
endoplasmico, particularmente a la proteina de 78 kDa
regulada por glucosa/proteina de unién a inmunoglo-
bulina (78-kDa glucose regulated/binding immunoglo-
bulin protein o GRP78 por sus siglas en inglés). Cuando
el dafio celular es excesivo, el ERE es capaz de inducir
vias de muerte celular.”> Actualmente, el ERE estd sien-
do considerado como un componente importante de la
respuesta inflamatoria hepatica asociado con el proce-
so de isquemia-reperfusion en higados esteatdsicos.®’
Adicionalmente se ha reportado que la modulacién far-
macoldgica del PPARy afecta la activacion del ERE en el
tejido hepatico, en modelos experimentales de obesidad
y diabetes,®° pero no se sabe si esto también sucede en
condiciones de isquemia-reperfusion asociada con el
trasplante de higados esteatdsicos.

El estrés oxidativo es la consecuencia de un desequili-
brio entre sustancias antioxidantes y prooxidantes, tales
como los radicales libres de oxigeno (RLO). En los diferen-
tes modelos de higado esteatdsico sometidos a isquemia
normotérmica o a trasplante hepatico, se ha demostrado
que la mayor susceptibilidad de ese tipo de higado frente
a la lesion por isquemia-reperfusion puede deberse a su
elevada sensibilidad frente a los radicales libres de oxige-
no (RLO).*'® Varias investigaciones indican que existe una
relacion entre el PPARy y el estrés oxidativo en modelos
de obesidad, esteatosis y de isquemia-reperfusion hepati-
ca.’>3 Por lo tanto, no puede descartarse la posibilidad de
que los beneficios de los fdrmacos antagonistas del PPARy
en el trasplante hepatico de injertos esteatdsicos puedan
ser explicados a través de modular el estrés oxidativo.
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Teniendo en cuenta estas observaciones, en el presen-
te estudio se investigd si los beneficios de los antagonistas
del PPARYy en el trasplante hepético de injertos esteatd-
sicos podrian ser explicados a través de la regulacién del
ERE y del estrés oxidativo.

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el presente estudio se utilizaron como animales de
experimentacion, ratas macho de la cepa Zucker homo-
cigotas (obesas [Ob]) y heterocigotas (delgadas [Ln]) (Iffa-
Credo, LAbresle, France) de 10 a 11 semanas de edad. A
esa edad, las ratas Ob presentaban infiltracién de grasa
moderada, de tipo macrovesicular y microvesicular en el
citoplasma de los hepatocitos, mientras que los animales
Ln no mostraron evidencia de esteatosis hepatica.’ Los
procedimientos se llevaron a cabo bajo anestesia inha-
latoria con isofluorano (Abott Laboratories, Chicago, IL.,
USA).? El presente estudio se realizé de acuerdo con las
normas reguladoras de la Unidn Europea para modelos de
experimentacién animal (Directiva 86/609/ECC). Los ani-
males fueron distribuidos aleatoriamente en los grupos
experimentales que se describen a continuacion.
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DISENO EXPERIMENTAL

En el cuadro | se presenta el disefo experimental del pre-
sente estudio. Los procedimientos quirurgicos que se rea-
lizaron fueron los siguientes:

Sham (n = 6 ratas, 6 Ob): los animales se sometieron a
anestesia y laparotomia transversal.

Trasplante hepatico (TH) (n = 12 ratas, 6 trasplantes):
los higados esteatdsicos extraidos de ratas Zucker Ob se
perfundieron y se preservaron con solucién de preserva-
cién fria (Universidad de Wisconsin) durante seis horas. A
continuacion se realizo el trasplante hepatico ortotdpico
estandar utilizando ratas Zucker Ln como receptores, de
acuerdo con la técnica de doble cuff sin reconstruccion de
la arteria hepatica de Kamada.?

Al final del procedimiento quirurgico, se recogieron
muestras de plasma y tejido hepatico después de cuatro
horas de reperfusion. Se evalud la lesidén hepatica a través
de la determinacién de transaminasas en plasma. Para in-
vestigar los mecanismos de proteccion de los antagonis-
tas del PPARY, se determiné la expresiéon de marcadores
de ERE y de estrés oxidativo en el tejido hepatico. La du-
racion de los periodos de isquemia fria y de reperfusiéon
se han basado en estudios anteriores en los que observo
gue seis horas de isquemia fria es suficiente para inducir
lesion por isquemia-reperfusion en injertos esteatdsicos

Cuadro I. Diseno experimental del presente estudio.

Diserno experimental

Grupos experimentales

1. Sham (n = 6, 6 Ob)

2. Trasplante hepatico (TH) (n = 12, 6 trasplantes, 6 ratas Ob

donantes y 6 ratas Ln receptoras).

3. Trasplante hepatico + antagonista del PPARy (TH+PPARy anta-
gonista) (n = 12, 6 trasplantes, 6 ratas Ob donantes y 6 ratas Ln

receptoras)

4. Trasplante hepatico + agonista del PPARy (TH+PPARy agonista)
(n = 12, 6 trasplantes, 6 ratas Ob donantes y 6 ratas Ln recepto-

ras)

Animales sometidos a anestesia y laparotomia
transversal

Los higados se preservaron en solucion Universidad
de Wisconsin y se sometieron a trasplante.

Igual que en el grupo 2, pero con administracion
previa en el donante de un antagonista del PPARy

Igual que en el grupo 2, pero con administracion
previa en el donante de un agonista del PPARy

Protocolo de administracion de farmacos

Farmaco

Antagonista del PPARy GW9662

Agonista del PPARy Rosiglitazona

Dosis y tiempo de pretratamiento

1 mg/kg, via intraperitoneal, una hora antes
del procedimiento quirargico en la rata donante
3 mg/kg, via intraperitoneal, una hora antes
del procedimiento quirtrgico en la rata donante
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sometidos a trasplante y es un tiempo de isquemia fria
normalmente utilizado en la practica clinica. Las cuatro
horas de reperfusion estan dentro del margen de tiempo
en el que se observan los maximos niveles en los parame-
tros de lesidon hepatica.**1%18 pPor |o tanto, estas condi-
ciones experimentales se consideraron apropiadas para
evaluar los mecanismos de proteccion del antagonista del
PPARY en el trasplante de higados esteatdsicos. Las dosis
y los tiempos de pretratamiento sefalados para la admi-
nistracion de los farmacos utilizados en el presente estu-
dio se seleccionaron con base en los estudios previos de
otros autores'®? y los ensayos preliminares realizados por
nuestro grupo.*

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Se midid la actividad de las enzimas aspartato amino-
transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (AST) en el
plasma sanguineo, mediante un kit comercial (RAL, Barce-
lona, Espafia). También se determinaron malondialdehido
(MDA) y nitrotirosinas como parametros indirectos de es-
trés oxidativo y de la formacion de peroxinitrito respec-
tivamente en muestras de tejido hepatico, siguiendo los
protocolos descritos previamente.'*

WESTERN BLOT

Se determinaron los marcadores del ERE en tejido hepati-
co siguiendo los procedimientos descritos previamente’ y
utilizando anticuerpos dirigidos contra las siguientes pro-
teinas: GRP78, factor de transcripcion homdlogo a C/EBP
(C/EBP homologous protein-10 o CHOP por sus siglas en
inglés), PERK total y fosforilada, factor eucaridtico de ini-
ciacidon 2a (eukaryotic initiation factor 2a o elF2a por sus
siglas en inglés) total y fosforilado, activador del factor de
transcripcién 4 (ATF4), ATF6a, ATF6pB, proteina ligadora 1
de la caja X (X-box binding-protein 1 o XBP1 por sus si-
glas en inglés), B-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, EUA) y el factor 2 asociado con el receptor de TNF
(TNF receptor-associated factor 2 o TRAF2 por sus siglas
en inglés; Cell Signaling Technology, Danvers, EUA). La
expresion de las proteinas fue cuantificada a través del
programa de densitometria dptica Quantity One (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA). Los resultados obtenidos se
expresaron en unidades arbitrarias.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos estan expresados como valor de la media *

error estandar de la media y se compararon estadistica-
mente mediante un analisis de la varianza (ANOVA). En

seguida se determind el nivel de significacion estadistica
con un test Student-Newman-Keuls, considerando los da-
tos significativamente diferentes cuando p < 0.05.

RESULTADOS

Tal y como se ha demostrado previamente* en injertos
esteatdsicos, el tratamiento con el antagonista del PPARy
(grupo TH + PPARy antagonista) resulté en una reducciéon
en los niveles de transaminasas, en comparacion con los
valores observados en el grupo TH (Figura 1). Por el contra-
rio, la administracion de un agonista del PPARy (grupo TH +
PPARy agonista) resulté en pardmetros de lesién hepdética
mayores que los observados en el grupo TH (Figura 1).

Para investigar cuales fueron los mecanismos de pro-
teccidn del antagonistas del PPARy en el trasplante hepa-
tico de injertos esteatdsicos, en primer lugar, se evalud
el efecto del antagonista sobre la induccidn en el tejido
hepatico de GRP78, un marcador cldsico del ERE.” Los re-
sultados obtenidos mostraron que los niveles de GRP78
en los grupos TH y TH+PPARY antagonista fueron similares
a los observados en el grupo Sham (Figura 2A).

Con base en estos resultados, a continuacion se inves-
tigd si, en concordancia con GRP78, los tres sensores de
ERE (ATF6, IRE1 y PERK) estaban inactivos en los injertos
esteatdsicos. El ATF6 es una proteina de 90 kDa (p90ATF6a
0 p90ATF6PB) que durante el ERE es convertido en una pro-
teina de 50 kDa (p50ATF6a o p50ATF6B).>” En los grupos
TH y TH + PPARY antagonista se observaron niveles de
p50ATF6a (Figura 2B) y de p5S0ATF6[ (datos no mostra-
dos) similares a aquellos observados en el grupo Sham.
La activacién del IRE1 se evalud a través de la determina-
cion de XBP1(s) y TRAF2. Al activarse IRE1, se induce su
propiedad de endorribonucleasa y su accidon se centra en
desmembrar su sustrato, el mMRNA de XBP1, eliminandole
un pequefio intrén y produciendo una proteina mas esta-
ble denominada XBP1(s).>” En los grupos TH y TH + PPARy
antagonista se observaron niveles de XBP1(s) y de TRAF2
semejantes a los niveles registrados en el grupo Sham (Fi-
gura 2C). En respuesta al ERE, PERK es activada y fosforila
al elF2a. La fosforilacion de elF2a mejora la traduccién de
ATF4, lo cual a su vez, promueve la expresidn del factor de
transcripcién CHOP.>? En los grupos TH y TH + PPARy an-
tagonista se registraron niveles de PERK fosforilada, elF2a
fosforilado, ATF4 y CHOP similares a los del grupo Sham
(Figura 2D).

Se evalud entonces, si la regulacion en la formacién de
peroxinitrito, la forma predominante de radicales libres
de oxigeno en injertos hepaticos esteatdsicos,'* podria
ser el mecanismo protector del antagonista del PPARy en
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el trasplante hepatico de injertos esteatdsicos. En el gru-
po TH se observd un incremento en los niveles de MDA
y de nitrotirosinas en comparacién con el grupo Sham, lo
cual indicd la presencia de peroxinitritos (Figura 3). En el
grupo TH + PPARy antagonista se observé una reduccion
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Figura 1. Efecto de la modulacién farmacolégica de PPARy so-
bre la lesién hepatica en el trasplante de higados esteat6sicos.
Se analizaron los niveles de transaminasas (A 'y B) en plasma,
cuatro horas después del trasplante. Todos los trasplantes de
cada grupo experimental fueron incluidos en cada determina-
cién. *p < 0.05 vs grupo Sham, + p < 0.05 vs grupo TH.
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en los niveles de MDA y nitrotirosinas en comparacién
con el grupo TH, indicando asi, una reduccidn en los nive-
les de peroxinitrito (Figura 3).

DISCUSION

Los efectos protectores de los antagonistas del PPARy so-
bre la lesidn hepdtica en injertos esteatdsicos sometidos
a trasplante ya se han reportado previamente.* En el pre-
sente estudio se proporciona informacién sobre los meca-
nismos de accidén subyacentes a esos beneficios.

En las condiciones experimentales evaluadas en este es-
tudio, no hubo induccién del ERE en injertos esteatdsicos,
por lo cual el ERE parece no ser relevante para la lesién por
isquemia-reperfusién asociada con el trasplante de ese tipo
de higado. Por lo tanto, es de esperar que los beneficios del
antagonista del PPARy no se vieran reflejados en cambios
en los marcadores de ERE. Estos resultados contrastan con
los datos encontrados en la literatura, los cuales indican
una relacién entre el PPARy y el ERE en modelos de obesi-
dad y diabetes en ratones,?° asi como también con aquellos
estudios que sefialan la implicacién del ERE en la lesién por
isquemia-reperfusion en higados esteatdsicos sometidos
a isquemia normotérmica o trasplante hepatico.®’ Estas
diferencias en resultados podrian ser explicados, al menos
parcialmente, por las considerables diferencias que exis-
ten entre los modelos experimentales evaluados por otros
autores y por el modelo usado en este estudio, los cuales
incluyen, entre otros aspectos: el uso de modelos de obe-
sidad o diabetes sin intervencién quirurgica, las especies
animales que se usaron, el tipo de isquemia que se induce
y los tiempos de preservacién en frio.

Varios estudios han reportado que los mecanismos de
sefializacién del PPARy implican la liberacidn de éxido ni-
trico (NO), el cual es beneficioso en otras patologias.???
En injertos hepdticos esteatdsicos tiene lugar la induc-
cién de PPARY,* lo que podria conducir a la generacién
de NO. Sin embargo, lo anterior puede ser perjudicial en
ese tipo de injerto, ya que cuando el NO se combina con
el superoxido se forman peroxinitritos. Esto podria estar
sucediendo en nuestras condiciones de estudio, ya que se
observaron altos niveles de radicales libres de oxigeno y
la presencia de peroxinitritos en los higados sometidos a
trasplante. El poder oxidativo y los efectos citotdxicos de
los peroxinitritos estan bien documentados.?

Tales observaciones podrian explicar los efectos adver-
sos del PPARYy en el trasplante hepatico de injertos estea-
tdsicos que se han reportado previamente.* Los resulta-
dos de la presente investigacion indican que la reduccidn
en la formacién de peroxinitrito podria ser el mecanismo
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Figura 2. Efecto del antagonista del PPARy sobre la induccién del estrés del reticulo endoplasmico (ERE) en el trasplante de
higados esteatdsicos. Analisis densitométrico de la expresion de proteina de: A) GRP78, B) p50 ATF6a, XBP1(s) y C) TRAF2, PERK
fosforilada, elF2a fosforilada, ATF4 y D) CHOP en el tejido hepatico, 4 horas después del trasplante. La expresiéon de GRP78, p50
ATF6a, XBP1(s), TRAF2, ATF4 y CHOP se normalizé en funcién de la expresion de B-actina; y la expresion de PERK fosforilada y
elF2a fosforilada se normalizé en funcién de la expresion de PERK total y elF2a total respectivamente. Todos los trasplantes de
cada grupo experimental fueron incluidos en cada determinacién. No se observaron diferencias significativas de los niveles de
expresion de proteina en ningtin grupo.
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protector del antagonista del PPARY en los injertos estea-
tdsicos, ya que este tratamiento redujo el estrés oxidativo
y la formacién de peroxinitrito.
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Figura 3. Efecto del antagonista del PPARy sobre el estrés oxi-
dativo en el trasplante de higados esteatésicos. Se evaluaron
los niveles de MDA (A) y nitrotirosinas (B) en tejido hepatico,
4 horas después del trasplante. Todos los trasplantes de cada
grupo experimental fueron incluidos en cada determinacion.
*p < 0.05 vs grupo Sham, + p < 0.05 vs grupo TH.
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En conclusidn, en los injertos esteatdsicos, el trata-
miento con un antagonista del PPARy protege frente al
dafio hepatico mediante una reduccidn en el estrés oxida-
tivo. Estos datos refuerzan el bloqueo farmacoldgico de la
accion del PPARy como una estrategia que podria mejorar
las condiciones iniciales de los higados esteatdsicos que
se someten a trasplante y que, por lo tanto, tienen el po-
tencial de aumentar la disponibilidad de numerosos injer-
tos esteatdsicos, que en la actualidad no son considera-
dos aptos para trasplante por sus condiciones patoldgicas.
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