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Mecanismos de protección de estrategias 
terapéuticas basados en la inhibición de PPARγ 
en el trasplante de hígados esteatósicos
Araní Casillas-Ramírez,*‡ Mónica Jiménez-Castro B,* Marta Massip-Salcedo,*§ 
María Elías-Miró,* Carmen Peralta*,§

RESUMEN

Introducción: La esteatosis es la causa del mayor número de órganos no aptos para trasplante hepáƟ co, ya que los hígados es-
teatósicos toleran peor que los normales la lesión por isquemia-reperfusión. Se ha reportado previamente el papel clave que 
desempeña el receptor de peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma en la vulnerabilidad de los injertos esteatósicos frente 
a la isquemia-reperfusión en el trasplante hepáƟ co y los benefi cios de los antagonistas del peroxisoma proliferador-acƟ vado 
gamma en esas condiciones; sin embargo, se conoce poco acerca de sus mecanismos protectores subyacentes. Obje  vos: 
InvesƟ gar si los antagonistas del peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma protegen a los injertos esteatósicos a través de 
regular el estrés del reơ culo endoplásmico y el estrés oxidaƟ vo. Material y métodos: Se realizó un trasplante hepáƟ co con 
injertos esteatósicos uƟ lizando ratas de la cepa Zucker. El peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma fue alterado farmacológi-
camente. Resultados: La expresión de marcadores del reơ culo endoplásmico en injertos esteatósicos mostró niveles basales 
de expresión, y consecuentemente, la administración del antagonista del peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma tampoco 
indujo cambios en la expresión. Por otro lado, el tratamiento con el antagonista del peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma 
resultó en una reducción de la peroxidación lipídica y nitroƟ rosinas, indicando una disminución en la formación de peroxinitri-
tos. Conclusiones: La inhibición farmacológica del peroxisoma proliferador-acƟ vado gamma protege a los injertos esteatósicos 
a través de reducir el estrés oxidaƟ vo.

Palabras clave: Trasplante hepáƟ co, hígado esteatósico, isquemia-reperfusión, PPARγ, 
estrés del reơ culo endoplásmico, estrés oxidaƟ vo.

ABSTRACT

Background: Numerous steatoƟ c livers are discarded as unsuitable for transplantaƟ on because of their poor tolerance of 

ischemia-reperfusion. The key role of peroxisome proliferator-acƟ vated receptor gamma in the vulnerability of this type of 

liver to ischemia-reperfusion injury associated with transplantaƟ on and the benefi ts of peroxisome proliferator-acƟ vated 

receptor gamma antagonists under these condiƟ ons have been previously reported. However, the mechanisms responsible 

for such eff ect are poorly understood. Objec  ve: This study examines whether the benefi ts of peroxisome proliferator-ac-

Ɵ vated receptor gamma antagonists in steatoƟ c liver transplantaƟ on could be explained by the regulaƟ on of endoplasmic 

reƟ culum stress and oxidaƟ ve stress. Material and methods: SteatoƟ c livers were transplanted in Zucker rats. The peroxisome 

proliferator-acƟ vated receptor gamma was altered pharmacologically and endoplasmic reƟ culum stress and oxidaƟ ve stress 

markers were measured. Results: Protein expression of endoplasmic reƟ culum stress markers in steatoƟ c livers subjected to 
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either transplantaƟ on without treatment or transplantaƟ on with administraƟ on of peroxisome proliferator-acƟ vated recep-

tor gamma antagonist was at baseline levels. On the other hand, treatment with peroxisome proliferator-acƟ vated receptor 

gamma antagonist signifi cantly reduced lipid peroxidaƟ on and nitrotyrosine levels when compared with the trasplantaƟ on 

group without treatment, indicaƟ ng a reducƟ on in peroxynitrite levels. Conclusions: Our results indicate that strategies based 

on inhibiƟ on of peroxisome proliferator-acƟ vated receptor gamma protect steatoƟ c liver graŌ s against ischemia-reperfusion 

through a reducƟ on in oxidaƟ ve stress.

Key words: Liver transplantaƟ on, faƩ y liver, ischemia-reperfusion, PPARγ, endoplasmic reƟ culum stress, oxidaƟ ve stress.

INTRODUCCIÓN

La lesión por isquemia-reperfusión (I/R) persiste como 
una complicación seria en la práctica clínica, ya que 
está asociada con el riesgo de disfunción del injerto y 
con falla hepática posterior a la cirugía en el trasplan-
te hepático. Actualmente se estima que la esteatosis 
hepática está presente en más de 50% de los donantes 
cadavéricos y se le ha reconocido como una variable 
crucial en el donante para predecir el resultado pos-
trasplante.1,2 El uso de injertos hepáticos esteatósicos 
en el trasplante supone un riesgo añadido, ya que estos 
hígados toleran peor que los no esteatósicos la lesión 
por isquemia-reperfusión. La presencia de esteato-
sis moderada aumenta la incidencia de falla primaria 
y disminuye la supervivencia del paciente después de 
un trasplante hepático. Además, la esteatosis es la 
causa del mayor número de órganos no aptos para el 
trasplante, acentuando así la problemática del banco 
de órganos.3 Por lo tanto, es evidente la necesidad de 
minimizar los efectos adversos de la lesión por isque-
mia-reperfusión en el trasplante de injertos hepáticos 
esteatósicos.

Nuestro grupo de investigación ha reportado ante-
riormente que la reducción en los niveles del peroxisoma 
proliferador-acƟ vado gamma (PPARγ) protege a los injer-
tos hepáƟ cos esteatósicos frente a la lesión por isquemia-
reperfusión. En este senƟ do, el tratamiento con un an-
tagonista del PPARγ redujo la lesión hepáƟ ca en injertos 
esteatósicos y su efecƟ vidad fue específi ca para este Ɵ po 
de hígado, ya que no se observó ningún efecto protector 
en injertos no esteatósicos.4 Sin embargo, los mecanismos 
moleculares involucrados en el efecto terapéuƟ co de esta 
estrategia no se han explicado completamente.

En respuesta a una sobrecarga o estrés del reơ culo 
endoplásmico (ERE), se inicia un programa transcrip-
cional denominado respuesta a mal ensamblaje protei-
co (unfolded protein response o UPR por sus siglas en 
inglés) diseñado específi camente para disminuir la tasa 
de traducción o síntesis de proteínas, y prevenir con ello 
una acumulación posterior de proteínas mal ensambla-

das y una disrupción de la homeostasis en el retículo 
endoplásmico. La UPR caracterísƟ camente presenta tres 
sensores de ERE compuestos por proteínas transmem-
brana del reơ culo: la proteína reclutadora de inositol 1 
(inositol requiring 1 o IRE-1 por sus siglas en inglés), la 
proteína cinasa del retículo endoplásmico (protein ki-

nase-like endoplasmic reƟ culum kinase o PERK por sus 
siglas en inglés) y el factor acƟ vador de la transcripción 
6 (acƟ vaƟ ng transcripƟ on factor 6 o ATF6 por sus siglas 
en inglés). Estas proteínas normalmente se encuentran 
en estado inactivo en la membrana del retículo endo-
plásmico unidas a chaperonas residentes en el reơ culo 
endoplásmico, parƟ cularmente a la proteína de 78 kDa 
regulada por glucosa/proteína de unión a inmunoglo-
bulina (78-kDa glucose regulated/binding immunoglo-

bulin protein o GRP78 por sus siglas en inglés). Cuando 
el daño celular es excesivo, el ERE es capaz de inducir 
vías de muerte celular.5 Actualmente, el ERE está sien-
do considerado como un componente importante de la 
respuesta infl amatoria hepáƟ ca asociado con el proce-
so de isquemia-reperfusión en hígados esteatósicos.6,7 
Adicionalmente se ha reportado que la modulación far-
macológica del PPARγ afecta la acƟ vación del ERE en el 
tejido hepáƟ co, en modelos experimentales de obesidad 
y diabetes,8,9 pero no se sabe si esto también sucede en 
condiciones de isquemia-reperfusión asociada con el 
trasplante de hígados esteatósicos.

El estrés oxidaƟ vo es la consecuencia de un desequili-
brio entre sustancias anƟ oxidantes y prooxidantes, tales 
como los radicales libres de oxígeno (RLO). En los diferen-
tes modelos de hígado esteatósico someƟ dos a isquemia 
normotérmica o a trasplante hepáƟ co, se ha demostrado 
que la mayor suscepƟ bilidad de ese Ɵ po de hígado frente 
a la lesión por isquemia-reperfusión puede deberse a su 
elevada sensibilidad frente a los radicales libres de oxíge-
no (RLO).4,10 Varias invesƟ gaciones indican que existe una 
relación entre el PPARγ y el estrés oxidaƟ vo en modelos 
de obesidad, esteatosis y de isquemia-reperfusión hepáƟ -
ca.11-13 Por lo tanto, no puede descartarse la posibilidad de 
que los benefi cios de los fármacos antagonistas del PPARγ 
en el trasplante hepáƟ co de injertos esteatósicos puedan 
ser explicados a través de modular el estrés oxidaƟ vo.
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Teniendo en cuenta estas observaciones, en el presen-
te estudio se invesƟ gó si los benefi cios de los antagonistas 
del PPARγ en el trasplante hepáƟ co de injertos esteató-
sicos podrían ser explicados a través de la regulación del 
ERE y del estrés oxidaƟ vo.

MATERIAL Y MÉTODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

En el presente estudio se utilizaron como animales de 
experimentación, ratas macho de la cepa Zucker homo-
cigotas (obesas [Ob]) y heterocigotas (delgadas [Ln]) (Iff a-
Credo, L’Abresle, France) de 10 a 11 semanas de edad. A 
esa edad, las ratas Ob presentaban infi ltración de grasa 
moderada, de Ɵ po macrovesicular y microvesicular en el 
citoplasma de los hepatocitos, mientras que los animales 
Ln no mostraron evidencia de esteatosis hepáƟ ca.14 Los 
procedimientos se llevaron a cabo bajo anestesia inha-
latoria con isofl uorano (AboƩ  Laboratories, Chicago, IL., 
USA).4 El presente estudio se realizó de acuerdo con las 
normas reguladoras de la Unión Europea para modelos de 
experimentación animal (DirecƟ va 86/609/ECC). Los ani-
males fueron distribuidos aleatoriamente en los grupos 
experimentales que se describen a conƟ nuación.

DISEÑO EXPERIMENTAL

En el cuadro I se presenta el diseño experimental del pre-
sente estudio. Los procedimientos quirúrgicos que se rea-
lizaron fueron los siguientes:

Sham (n = 6 ratas, 6 Ob): los animales se someƟ eron a 
anestesia y laparotomía transversal.

Trasplante hepáƟ co (TH) (n = 12 ratas, 6 trasplantes): 
los hígados esteatósicos extraídos de ratas Zucker Ob se 
perfundieron y se preservaron con solución de preserva-
ción fría (Universidad de Wisconsin) durante seis horas. A 
conƟ nuación se realizó el trasplante hepáƟ co ortotópico 
estándar uƟ lizando ratas Zucker Ln como receptores, de 
acuerdo con la técnica de doble cuff  sin reconstrucción de 
la arteria hepáƟ ca de Kamada.15

Al final del procedimiento quirúrgico, se recogieron 
muestras de plasma y tejido hepáƟ co después de cuatro 
horas de reperfusión. Se evaluó la lesión hepáƟ ca a través 
de la determinación de transaminasas en plasma. Para in-
vesƟ gar los mecanismos de protección de los antagonis-
tas del PPARγ, se determinó la expresión de marcadores 
de ERE y de estrés oxidaƟ vo en el tejido hepáƟ co. La du-
ración de los periodos de isquemia fría y de reperfusión 
se han basado en estudios anteriores en los que observó 
que seis horas de isquemia fría es sufi ciente para inducir 
lesión por isquemia-reperfusión en injertos esteatósicos 

Cuadro I. Diseño experimental del presente estudio.

Diseño experimental

Grupos experimentales

1. Sham (n = 6, 6 Ob) Animales sometidos a anestesia y laparotomía 
transversal

2. Trasplante hepático (TH) (n = 12, 6 trasplantes, 6 ratas Ob 
donantes y 6 ratas Ln receptoras).

Los hígados se preservaron en solución Universidad 
de Wisconsin y se sometieron a trasplante.

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

Igual que en el grupo 2, pero con administración 
previa en el donante de un antagonista del PPARγ

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

Igual que en el grupo 2, pero con administración 
previa en el donante de un agonista del PPARγ

Protocolo de administración de fármacos

Fármaco Dosis y tiempo de pretratamiento

Antagonista del PPARγ GW9662 1 mg/kg, vía intraperitoneal, una hora antes 
del procedimiento quirúrgico en la rata donante

Agonista del PPARγ Rosiglitazona 3 mg/kg, vía intraperitoneal, una hora antes 
del procedimiento quirúrgico en la rata donante
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someƟ dos a trasplante y es un Ɵ empo de isquemia fría 
normalmente uƟ lizado en la prácƟ ca clínica. Las cuatro 
horas de reperfusión están dentro del margen de Ɵ empo 
en el que se observan los máximos niveles en los paráme-
tros de lesión hepáƟ ca.4,14,16-18 Por lo tanto, estas condi-
ciones experimentales se consideraron apropiadas para 
evaluar los mecanismos de protección del antagonista del 
PPARγ en el trasplante de hígados esteatósicos. Las dosis 
y los Ɵ empos de pretratamiento señalados para la admi-
nistración de los fármacos uƟ lizados en el presente estu-
dio se seleccionaron con base en los estudios previos de 
otros autores19,20 y los ensayos preliminares realizados por 
nuestro grupo.4

DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS

Se midió la actividad de las enzimas aspartato amino-
transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (AST) en el 
plasma sanguíneo, mediante un kit comercial (RAL, Barce-
lona, España). También se determinaron malondialdehído 
(MDA) y nitroƟ rosinas como parámetros indirectos de es-
trés oxidaƟ vo y de la formación de peroxinitrito respec-
Ɵ vamente en muestras de tejido hepáƟ co, siguiendo los 
protocolos descritos previamente.14

WESTERN BLOT

Se determinaron los marcadores del ERE en tejido hepáƟ -
co siguiendo los procedimientos descritos previamente7 y 
uƟ lizando anƟ cuerpos dirigidos contra las siguientes pro-
teínas: GRP78, factor de transcripción homólogo a C/EBP 
(C/EBP homologous protein-10 o CHOP por sus siglas en 
inglés), PERK total y fosforilada, factor eucarióƟ co de ini-
ciación 2α (eukaryoƟ c iniƟ aƟ on factor 2α o eIF2α por sus 
siglas en inglés) total y fosforilado, acƟ vador del factor de 
transcripción 4 (ATF4), ATF6α, ATF6β, proteína ligadora 1 
de la caja X (X-box binding-protein 1 o XBP1 por sus si-
glas en inglés), β-acƟ na (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 
expresión de las proteínas fue cuanƟ fi cada a través del 
programa de densitometría ópƟ ca QuanƟ ty One (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, EUA). Los resultados obtenidos se 
expresaron en unidades arbitrarias.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos están expresados como valor de la media ± 
error estándar de la media y se compararon estadísƟ ca-
mente mediante un análisis de la varianza (ANOVA). En 

seguida se determinó el nivel de signifi cación estadísƟ ca 
con un test Student-Newman-Keuls, considerando los da-
tos signifi caƟ vamente diferentes cuando p < 0.05.

RESULTADOS

Tal y como se ha demostrado previamente4 en injertos 
esteatósicos, el tratamiento con el antagonista del PPARγ 
(grupo TH + PPARγ antagonista) resultó en una reducción 
en los niveles de transaminasas, en comparación con los 
valores observados en el grupo TH (Figura 1). Por el contra-
rio, la administración de un agonista del PPARγ (grupo TH + 
PPARγ agonista) resultó en parámetros de lesión hepáƟ ca 
mayores que los observados en el grupo TH (Figura 1).

Para invesƟ gar cuáles fueron los mecanismos de pro-
tección del antagonistas del PPARγ en el trasplante hepá-
Ɵ co de injertos esteatósicos, en primer lugar, se evaluó 
el efecto del antagonista sobre la inducción en el tejido 
hepáƟ co de GRP78, un marcador clásico del ERE.7 Los re-
sultados obtenidos mostraron que los niveles de GRP78 
en los grupos TH y TH+PPARγ antagonista fueron similares 
a los observados en el grupo Sham (Figura 2A).

Con base en estos resultados, a conƟ nuación se inves-
Ɵ gó si, en concordancia con GRP78, los tres sensores de 
ERE (ATF6, IRE1 y PERK) estaban inacƟ vos en los injertos 
esteatósicos. El ATF6 es una proteína de 90 kDa (p90ATF6α 
o p90ATF6β) que durante el ERE es converƟ do en una pro-
teína de 50 kDa (p50ATF6α o p50ATF6β).5,7 En los grupos 
TH y TH + PPARγ antagonista se observaron niveles de 
p50ATF6α (Figura 2B) y de p50ATF6β (datos no mostra-
dos) similares a aquellos observados en el grupo Sham. 
La acƟ vación del IRE1 se evaluó a través de la determina-
ción de XBP1(s) y TRAF2. Al acƟ varse IRE1, se induce su 
propiedad de endorribonucleasa y su acción se centra en 
desmembrar su sustrato, el mRNA de XBP1, eliminándole 
un pequeño intrón y produciendo una proteína más esta-
ble denominada XBP1(s).5,7 En los grupos TH y TH + PPARγ 
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 acƟ vada y fosforila 
al eIF2α. La fosforilación de eIF2α mejora la traducción de 
ATF4, lo cual a su vez, promueve la expresión del factor de 
transcripción CHOP.5,7 En los grupos TH y TH + PPARγ an-
tagonista se registraron niveles de PERK fosforilada, eIF2α 
fosforilado, ATF4 y CHOP similares a los del grupo Sham 
(Figura 2D).

Se evaluó entonces, si la regulación en la formación de 
peroxinitrito, la forma predominante de radicales libres 
de oxígeno en injertos hepáƟ cos esteatósicos,14 podría 
ser el mecanismo protector del antagonista del PPARγ en 
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Figura 1. Efecto de la modulación farmacológica de PPARγ so-
bre la lesión hepática en el trasplante de hígados esteatósicos. 
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-
ción. *p < 0.05 vs grupo Sham, + p < 0.05 vs grupo TH.

el trasplante hepáƟ co de injertos esteatósicos. En el gru-
po TH se observó un incremento en los niveles de MDA 
y de nitroƟ rosinas en comparación con el grupo Sham, lo 
cual indicó la presencia de peroxinitritos (Figura 3). En el 
grupo TH + PPARγ antagonista se observó una reducción 

en los niveles de MDA y nitroƟ rosinas en comparación 
con el grupo TH, indicando así, una reducción en los nive-
les de peroxinitrito (Figura 3).

DISCUSIÓN

Los efectos protectores de los antagonistas del PPARγ so-
bre la lesión hepáƟ ca en injertos esteatósicos someƟ dos 
a trasplante ya se han reportado previamente.4 En el pre-
sente estudio se proporciona información sobre los meca-
nismos de acción subyacentes a esos benefi cios.

En las condiciones experimentales evaluadas en este es-
tudio, no hubo inducción del ERE en injertos esteatósicos, 
por lo cual el ERE parece no ser relevante para la lesión por 
isquemia-reperfusión asociada con el trasplante de ese Ɵ po 
de hígado. Por lo tanto, es de esperar que los benefi cios del 
antagonista del PPARγ no se vieran refl ejados en cambios 
en los marcadores de ERE. Estos resultados contrastan con 
los datos encontrados en la literatura, los cuales indican 
una relación entre el PPARγ y el ERE en modelos de obesi-
dad y diabetes en ratones,8,9 así como también con aquellos 
estudios que señalan la implicación del ERE en la lesión por 
isquemia-reperfusión en hígados esteatósicos someƟ dos 
a isquemia normotérmica o trasplante hepático.6,7 Estas 
diferencias en resultados podrían 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 intervención quirúrgica, las especies 
animales que se usaron, el Ɵ po de isquemia que se induce 
y los Ɵ empos de preservación en frío.

Varios estudios han reportado que los mecanismos de 
señalización del PPARγ implican la liberación de óxido ní-
trico (NO), el cual es benefi cioso en otras patologías.21,22 
En injertos hepáticos esteatósicos tiene lugar la induc-
ción de PPARγ,4 lo que podría conducir a la generación 
de NO. Sin embargo, lo anterior puede ser perjudicial en 
ese Ɵ po de injerto, ya que cuando el NO se combina con 
el superóxido se forman peroxinitritos. Esto podría estar 
sucediendo en nuestras condiciones de estudio, ya que se 
observaron altos niveles de radicales libres de oxígeno y 
la presencia de peroxinitritos en los hígados someƟ dos a 
trasplante. El poder oxidaƟ vo y los efectos citotóxicos de 
los peroxinitritos están bien documentados.23

Tales observaciones podrían explicar los efectos adver-
sos del PPARγ en el trasplante hepáƟ co de injertos estea-
tósicos que se han reportado previamente.4 Los resulta-
dos de la presente invesƟ gación indican que la reducción 
en la formación de peroxinitrito podría ser el mecanismo 
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Figura 2. Efecto del antagonista del PPARγ sobre la inducción del estrés del retículo endoplásmico (ERE) en el trasplante de 
hígados esteatósicos. Análisis densitométrico de la expresión de proteína de: A) GRP78, B) p50 ATF6α, XBP1(s) y C) TRAF2, PERK 
fosforilada, eIF2α fosforilada, ATF4 y D) CHOP en el tejido hepático, 4 horas después del trasplante. La expresión de GRP78, p50 
ATF6α, XBP1(s), TRAF2, ATF4 y CHOP se normalizó en función de la expresión de β-actina; y la expresión de PERK fosforilada y 
eIF2α fosforilada se normalizó en función de la expresión de PERK total y eIF2α total respectivamente. Todos los trasplantes de 
cada grupo experimental fueron incluidos en cada determinación. No se observaron diferencias significativas de los niveles de 
expresión de proteína en ningún grupo. 
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protector del antagonista del PPARγ en los injertos estea-
tósicos, ya que este tratamiento redujo el estrés oxidaƟ vo 
y la formación de peroxinitrito.

En conclusión, en los injertos esteatósicos, el trata-
miento con un antagonista del PPARγ protege frente al 
daño hepáƟ co mediante una reducción en el estrés oxida-
Ɵ vo. Estos datos refuerzan el bloqueo farmacológico de la 
acción del PPARγ como una estrategia que podría mejorar 
las condiciones iniciales de los hígados esteatósicos que 
se someten a trasplante y que, por lo tanto, Ɵ enen el po-
tencial de aumentar la disponibilidad de numerosos injer-
tos esteatósicos, que en la actualidad no son considera-
dos aptos para trasplante por sus condiciones patológicas.
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