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Resultados

El RAS en la lesion hepatica por I/R en el trasplante de higados esteatdsicos y no
esteatdsicos.

1. Implicacion de la Ang II en la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante
hepatico de injertos esteatdsicos y no esteatdsicos, asi como en los efectos protectores
del PCI.

¢Los niveles de Ang I1 y algunos precursores del RAS estdn alterados en el trasplante hepdtico
de injertos esteatosicos y no esteatosicos? ;Y en el PCI?

En el grupo TH se observo un aumento en los niveles de los precursores de la Ang II (mRNA de
angiotensinégeno, mRNA de ACE y Ang I) en ambos tipos de injertos hepdticos (Figura 18). De la
misma manera, en el grupo TH se observé un aumento en los niveles de Ang II en ambos tipos de
injertos, pero los niveles de Ang II fueron marcadamente mds altos en los injertos no esteatdsicos
en comparacion con los injertos esteatdsicos. El grupo PCI+TH resulté en niveles de mRNA de
angiotensinégeno, mRNA de ACE, Ang I y de Ang II similares a aquellos detectados en el grupo
TH, tanto en injertos no esteatdésicos como en injertos esteatdsicos (Figura 18). Estos resultados
sugieren que la Ang II no estd implicada en los efectos beneficiosos del PCI sobre la lesion por I/R
asociada al trasplante hepdtico en ambos tipos de injertos.

(JEl antagonista de los receptores AT1 y el antagonista de los receptores AT2 tienen algin efecto
sobre el daiio hepdtico en el trasplante hepdtico de injertos esteatisicos y no esteatosicos?

En los grupos TH+AT1R antagonista y TH+AT2R antagonista correspondientes a los higados no
esteatdsicos, los niveles de transaminasas fueron inferiores a los observados en el grupo TH
(Figura 19). Por otra parte, en los grupos TH+ATI1R antagonista y TH+AT2R antagonista de los
injertos esteatdsicos, los niveles de transaminasas fueron similares a los observados en el grupo TH
(Figura 19). Los resultados histoldgicos correspondientes al grado de lesion hepatica (Figura 19)
mostraron un patrén similar al descrito para las transaminasas. El estudio histoldgico de los higados
no esteatdsicos pertenecientes al grupo TH reveld dreas multifocales de necrosis coagulativa
moderada e infiltracién de neutrdfilos, distribuidas aleatoriamente en todo el parénquima hepético
(Figura 20A). En los grupos TH+ATI1R antagonista y TH+AT2R antagonista se observé una
reduccién en la extension y el nimero de dreas necréticas en los higados no esteatdsicos, ya que
s6lo se encontraron dreas de necrosis incipiente de hepatocitos y 4reas aisladas de necrosis
coagulativa (Figuras 20B y 20C). En lo que respecta al estudio histolégico de los higados
esteatdsicos, en el grupo TH se observaron dreas extensas de necrosis coagulativa severa con
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infiltraciéon de neutréfilos (Figura 20E). Los grupos TH+ATIR antagonista y TH+AT2R
antagonista resultaron en lesiones histoldgicas en los higados esteatdsicos (Figura 20F y 20G)
similares a las observadas en el grupo TH (Figura 20E). Todos estos resultados fueron consistentes
con los resultados histolégicos correspondientes al grado de lesion hepética (Figura 19).
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Figura 18. Ang Il y sus precursores en el trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos y no estetdsicos y en los
efectos protectores del PCI. *p < 0.05 versus grupo Sham. Los injertos hepdticos esteatdsicos mostraron niveles
mas bajos de Ang Il en comparacién con los injertos no esteatésicos (*p < 0.05).

La evaluacién de la presencia de células apoptdticas en el tejido hepdtico mediante la técnica
TUNEL revel6 la ausencia de hepatocitos TUNEL-positivos (tincién marrén) en todos los grupos
(Figura 21). La actividad hepética de Caspasa 3 mostré niveles basales de actividad en todos los
grupos (Figura 21).
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Figura 19. Efecto de los antagonistas de los receptores de la Ang Il sobre las transaminasas y el grado de lesién
hepdtica en el trasplante de higados esteatdsicos y no esteatdsicos. *p < 0.05 versus grupo Sham, +*p < 0.05
versus grupo TH.
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Figura 20. Estudio histoldgico de los injertos hepdticos esteatdsicos y no esteatdsicos. A a H) Fotografias
representativas de los cambios histolégicos en el higado. A) TH (injerto no esteatdsico), drea pequena de
necrosis coagulativa hepdtica con infilfracién de neutréfilos. B) TH+AT1R antagonista (injerto no esteatésico), y
C) TH+AT2R antagonista (injerfo no esteatdsico), drea irregular de necrosis incipiente hepdtica. D) TH+Ang(1-
7)Mas antagonista (injerfto no esteatdsico), lesiones hepdticas similares a las del grupo TH. E) TH (injerto
esteatdsico), necrosis coagulativa hepdtica con infiltfracién de neutrdfilos. F) TH+ATIR antagonista (injerto
esteatdsico), y G) TH+AT2R antagonista (injerto esteatdsico), lesiones hepdticas similares a las del grupo TH. H)
TH+Ang(1-7)Mas antagonista (injerto esteatésico), drea pequefa de necrosis coagulativa hepdtica con
infiltracion de neutréfilos. Tincidn HyE, barra = 100 um.
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Figura 21. Efecto de los antagonistas de los receptores de la Ang Il y del antagonista del receptor de la Ang (1-7)
sobre la apoptosis en ambos tipos de injertos hepdaticos. A a H) Células hepdaticas apoptdéticas identificadas con
el ensayo inmunohistoquimico TUNEL. A) TH (injerfo no esteatdsico), B) TH+ATIR antagonista (injerfo no
esteatdsico), C) TH+AT2R anfagonista (injerfo no esteatdsico), D) TH+Ang(1-7)Mas antagonista (injerfo no
esteatdsico), E) TH (injerto esteatdsico), F) TH+ATIR antagonista (injerto esteatdsico), G) TH+AT2R antagonista
(injerto esteatdsico), H) TH+Ang(1-7)Mas antagonista (injerto esteatdsico). No se observaron células positivas
para la fincién TUNEL en ningdn grupo (Barra = 100 um). Se analizaron los niveles de actividad de la caspasa-3.
No se observaron diferencias significativas en los niveles de actividad de Caspasa 3 en ningln grupo.
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2. Implicacion de la Ang (1-7) en la lesion por I/R asociada al trasplante hepatico de

injertos esteatdsicos y no esteatosicos.

¢Los niveles de Ang (1-7) y de la enzima responsable de su formacion estin alterados en el
trasplante hepdtico de injertos esteatisicos y no esteatosicos?

Los resultados obtenidos en el modelo experimental de trasplante hepdtico indicaron que la
inhibicién de los efectos de la Ang II solamente fue de utilidad para reducir la lesién por I/R en el
trasplante de injertos hepdticos no esteatdsicos. Por otro lado, aunque ambos tipos de injertos
hepaticos (no esteatdsicos y esteatdsicos) fueron capaces de generar Ang II, curiosamente los
injertos esteatdsicos sintetizaron menos Ang Il que los no esteatdsicos. Estos hallazgos sugieren
que los bajos niveles de Ang II observados en los injertos esteatdsicos podrian explicar el porqué la
inhibicién de la Ang II no fue relevante para proteger a los injertos esteatdsicos frente a la lesion
por I/R. Sin embargo, esto llevé a plantearse la siguiente cuestion: ;Por qué hay menos Ang II en
los higados esteatdsicos que en los no esteatdsicos sometidos a trasplante? Para responder a esta
pregunta, se hipotetiz que los bajos niveles de Ang II observados en los injertos hepaticos
esteatdsicos podrian ser debidos a la formacién de Ang (1-7). De hecho, se ha descrito que la Ang

II puede ser degradada a Ang (1-7) por accién de la enzima ACE2.>"

Como ya se ha mencionado,
la Ang (1-7) es otro potente efector endogeno del RAS que ejerce sus efectos bioldgicos a través de

. 208
un receptor conocido como Mas.

Asi pues, se evaluaron los niveles de Ang (1-7) y de la enzima responsable de su formacion, la
ACE2 en ambos tipos de injertos hepaticos. En el grupo de TH se observaron un aumento en los
niveles de Ang (1-7) en injertos no esteatdsicos y esteatdsicos, pero los niveles de Ang (1-7) fueron
mds altos en los higados esteatdsicos en comparacién con los higados no esteatdsicos (Figura 22).
Este mismo patrén se observo para los niveles de ACE2 (Figura 22).
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Figura 22. Ang (1-7) y la enzima responsable de su formacidn en el trasplante hepdtico de injertos esteatdsicos y
no estetdsicos. *p < 0.05 versus grupo Sham. Los injertos hepdticos esteatdsicos mostraron niveles mds altos de
Ang (1-7) y ACE2 en comparacién con los injertos no esteatdsicos (*p < 0.05).
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(El antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) tiene algtin efecto sobre el daiio hepdtico en el
trasplante hepdtico de injertos esteatisicos y no esteatosicos?

A continuacidn se evalud el efecto del antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) sobre el dafio
hepético en el trasplante de higado. En el grupo experimental TH+Ang(1-7)Mas antagonista
correspondiente a los higados no esteatdsicos, los niveles de transaminasas fueron similares a los
observados en el grupo TH (Figura 23). Sin embargo, en higados esteatdsicos, el grupo
TH+Ang(1-7)Mas antagonista resulté en niveles de transaminasas reducidos en comparacién con el
grupo TH (Figura 23). Los valores correspondientes al grado de lesién hepdtica (Figura 23)

mostraron un patrén similar al descrito para las transaminasas.

El estudio histoldgico reveld que el grupo TH+Ang (1-7)Mas antagonista derivd en lesiones
histolégicas en higados no esteatdsicos (Figura 20D) similares a las observadas en el grupo TH
(Figura 20A). Por otro lado, en comparacion con el grupo TH de injertos esteatdsicos (Figura
20E), en el grupo TH+Ang (1-7)Mas antagonista se observd una reduccién en la extension y el
nimero de dreas necréticas en higados esteatdsicos, ya que se encontraron dreas multifocales de
necrosis coagulativa moderada con infiltracién de neutréfilos (Figura 20H). Todos estos resultados
referentes al estudio histoldgico fueron consistentes con los resultados correspondientes al grado de
lesion hepética (Figura 22).

La evaluacién de la presencia de células apoptdticas en el tejido hepdtico mediante la técnica
TUNEL revel6 la ausencia de hepatocitos TUNEL-positivos (tincién marrén) en todos los grupos
(Figura 21). La actividad hepdtica de Caspasa 3 mostrd niveles basales de actividad en todos los
grupos (Figura 21).
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Figura 23. Efecto del antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) sobre las transaminasas y el grado de lesidon
hepdtica en el trasplante de higados esteatdsicos y no esteatdsicos. *p < 0.05 versus grupo Sham, +p < 0.05
versus grupo TH.
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3. Efecto de la inhibicion de la accion de la Ang II y de la Ang (1-7) sobre la
supervivencia de los receptores trasplantados.

Teniendo en cuenta que la inhibicién de la accién de la Ang II y de la Ang (1-7) protegen a los
higados no esteatdsicos y esteatdsicos sometidos a trasplante a través de vias de sefializacién
independientes del PCI (una estrategia protectora cuya relevancia en el modelo de trasplante
hepético experimental estd demostrada), se consideré importante evaluar la relevancia de las
estrategias farmacoldgicas encaminadas a inhibir la accién del RAS, para lo cual se realizaron
estudios de supervivencia. En los receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos sin
ningun tratamiento la supervivencia fue del 80% (8 de 10) a los 14 dias tras realizar el trasplante
hepatico (Figura 24). El tratamiento con el antagonista de los receptores AT1 o con el antagonista
de los receptores AT2R en receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos resultd
en una tasa del 100% de supervivencia (10 de 10). Los receptores trasplantados con injertos
hepéticos esteatdsicos sin ninglin tratamiento mostraron un 30% de tasa de supervivencia (3 de 10)
a los 14 dias después del trasplante, y la mayoria de las muertes ocurrié dentro de los primeros 2
dias post-trasplante. El tratamiento con el antagonista de los receptores Mas de la Ang (1-7) redujo
la letalidad en los receptores trasplantados con injertos hepdticos esteatdsicos, resultando en una
tasa de supervivencia del 70% (7 de 10) a los 14 dias post-trasplante (Figura 24).

O TH+AT1R antagonista (higado no esteatésico)
A TH+AT2R antagonista (higado no esteatdsico)

O TH (higado no esteatosico)
¢ TH+Ang (1-7)Mas antagonista (higado esteatdsico)

B TH (higado esteatdsico)

% Supervivencia

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias después del trasplante

Figura 24. Supervivencia de los receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos o esteatdsicos a
los 14 dias después del trasplante. Receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos sin
tratamiento (O), receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos fratados con el antagonista del
ATIR (O), receptores trasplantados con injertos hepdticos no esteatdsicos tratados con el antagonista del AT2R
(), receptores trasplantados con injertos hepdaticos esteatdsicos sin tfratamiento (m), receptores trasplantados
con injertos hepdticos eteatésicos tfratados con el antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) ().
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4. Mecanismos protectores de los antagonistas de los receptores de la Ang II en el
trasplante hepatico de injertos no esteatésicos y del antagonista del receptor de la
Ang (1-7) en el trasplante hepatico de injertos esteatosicos.

(Como protegen los antagonistas de los receptores de la Ang II a los injertos hepdticos no
esteatosicos en el trasplante hepdtico?

Para evaluar el efecto de los antagonistas de los receptores de la Ang II sobre las alteraciones
microcirculatorias se estimo6 el flujo sanguineo hepético y el flujo portal durante la reperfusién. Se
observé una marcada reduccién en la microcirculacién hepdtica en los injertos no esteatdsicos
después del trasplante (TH) con respecto a los valores del grupo Sham (Figura 25A). Los
antagonistas de los receptores de la Ang II no modificaron el flujo sanguineo hepdtico en los
injertos no esteatdsicos en comparacion con el grupo TH (Figura 25A). Estos resultados fueron
confirmados con los valores obtenidos del flujo sanguineo portal.

Es conocido que la Ang II ejerce acciones sobre el NO y la p38 MAPK en corazén.** Asi pues,
se evalud si esos dos mediadores estarian relacionados con el efecto de los antagonistas de los
receptores de la Ang II en la lesién de los injertos hepdticos no esteatdsicos sometidos a trasplante.
El grupo experimental TH resulté en un aumento en la produccién de NO (valorado por los niveles
de nitritos y nitratos y de la proteina NOSc) (Figura 25B) y en una reduccién de los niveles de p38
MAPK fosforilada (Figura 25C) en comparacion con el grupo Sham. Por otro lado, en los grupos
TH+ATIR antagonista y TH+AT2R antagonista se observaron niveles de nitritos y nitratos y de
NOSc (Figura 25B) y de p38 MAPK fosforilada (Figura 25C) similares a los observados en el
grupo TH. Estos resultados indicaron que ni el NO, ni la p38 MAPK, estdn implicados en los
efectos protectores de los antagonistas de los receptores de la Ang II en el trasplante hepdtico de

injertos no esteatdsicos.

Se evalu6 entonces la posible implicacion de la ERK 1/2, ya que un estudio previo en fibrosis
hepatica indicaba que un antagonista de los receptores de la Ang Il podria modular la activacién de
la ERK 1/2.°° Tal como se muestra en la F igura 25C, los niveles de ERK 1/2 fosforilada en
injertos hepdticos no esteatésicos del grupo TH fueron de la misma magnitud que los que se
observaron en el grupo Sham. Sin embargo, en los grupos TH+ATI1R antagonista y TH+AT2R
antagonista se observé un aumento en la ERK 1/2 fosforilada en comparacién con el grupo TH.
Los niveles de proteina de la p38 MAPK total, iNOS y ERK 1/2 total no presentaron cambios en

ninguno de los grupos evaluados (datos no mostrados).
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Figura 25. Mecanismos protectores de los receptores de los antagonistas de la Ang Il en el frasplante de higados
no esteatdsicos. A) Flujo sanguineo hepdtico y flujo sanguineo portal después del trasplante en injertos hepdticos
no esteatdsicos. B) Produccion de NO determinada a través de los niveles de nitritos y nitratos y NOSc. C) p38
MAPK fosforilada y ERK 1/2 fosforilada. *p < 0.05 versus grupo Sham, +p < 0.05 versus grupo TH.
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cComo protege el Antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) a los injertos esteatosicos en el
trasplante hepdtico?

Es bien conocido que la formacién de peroxinitrito puede ocurrir en condiciones de alta produccién
tanto de NO como de RLO, y su potencial oxidativo esta bien documentado.®’** También se ha
descrito que el peroxinitrito es la forma predominante de RLO en los injertos hepaticos esteatdsicos
sometidos a trasplante.159 Teniendo en cuenta estas observaciones, se evalud si la reduccion en la
formacién de peroxinitrito podria ser el mecanismo protector del antagonista del receptor de la Ang

(1-7) en el trasplante hepético de injertos esteatdsicos.

En el grupo TH de injertos hepéticos esteatdsicos, se observé un aumento en la generaciéon de NO
(valorado por los niveles de nitritos y nitratos) cuando se comparé con el grupo Sham (Figura 26).
El NO sintetizado se origind a partir de la isoforma NOSc (Figura 26) ya que no hubo cambios en
los niveles de la isoforma NOSi en ninguno de los grupos experimentales de estudio (datos no
mostrados). De la misma manera que ocurrié con los pardmetros relativos al NO, en el grupo de
TH en injertos hepéticos esteatdsicos aumentaron los niveles de MDA y nitrotirosinas en
comparacién con el grupo Sham, lo cual indicé la presencia de peroxinitritos en los injertos
hepaticos esteatdsicos (Figura 26). En el grupo TH+Ang (1-7)Mas antagonista se observé una
reduccién en la generaciéon de NO y en los niveles de NOSc en injertos hepdticos esteatdsicos en
comparaciéon con el grupo TH. Ademds, en los injertos hepéticos esteatdsicos del grupo
TH+Ang(1-7)Mas antagonista también se observé una reduccién en los niveles de MDA vy
nitrotirosinas en comparacién con el grupo TH, indicando asi una reduccién en los niveles de
peroxinitrito en ese tipo de injerto hepatico (Figura 26).
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Figura 26. Mecanismos protectores del antagonista del receptor de la Ang (1-7) en el trasplante de higados
esteatodsicos. Los nitritos y nitratos, niveles de NOSc, MDA y Nitrotirosinas se evaluaron en los injertos hepdticos
esteatdsicos. *p < 0.05 versus grupo Sham, *p < 0.05 versus grupo TH.
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El andlisis por inmunohistoquimica de las nitrotirosinas fue consistente con estos resultados. En
injertos hepaticos esteatdsicos el estudio inmunohistoquimico reveld una tincién positiva (grado de
tincién de nitrotirosinas 2) en el grupo TH (Figura 27B). En el grupo TH+Ang(1-7)Mas
antagonista se evidencié una disminucién de la tincién de nitrotirosinas (grado de tincién de
nitrotirosinas 1) en injertos hepdticos esteatdsicos (Figura 27C) cuando se comparé con el grupo
TH.

Figura 27. Deteccién inmunohistoquimica de nifrotirosinas en los injertos hepdticos esteatdsicos. A) Sham,
ausencia de tincidn. B) TH, fincidén moderada. C) TH+Ang(1-7)Mas antagonista, tincidn leve. Barra = 100 um.
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El RBP4 en la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante de higados esteatdsicos y
no esteatdsicos.

1. Implicacion del RBP4 en la lesion hepatica por I/R asociada al trasplante hepatico
de injertos esteatdsicos y no esteatosicos, asi como en los efectos protectores del PCI.
¢Los niveles de RBP4 estdn alterados en el trasplante hepdtico de injertos esteatosicos y no
esteatosico? ;Y en el PCI?

Los niveles de RBP4 (mRNA y proteina) en los injertos hepdticos no esteatdsicos de los grupos TH
y PCI+TH fueron similares a aquellos observados en el grupo Sham (Figura 28). En los injertos
hepéticos esteatdsicos, se observé una reduccién en los niveles de RBP4 en el grupo TH en
comparaciéon con el grupo Sham (Figura 28). En el grupo PCI+TH, los niveles de RBP4
aumentaron en los injertos hepaticos esteatdsicos en comparacién con el grupo TH.
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Figura 28. Niveles de RBP4 en el trasplante de higados esteatdsicos y no esteatdsicos. Se evalud la expresion
génica del mRNA y los niveles de proteina del RBP4. *p < 0.05 versus grupo Sham, *p < 0.05 versus grupo TH.

¢(Existe un efecto dosis-respuesta del tratamiento con RBP4 sobre el daiio hepdtico en el
trasplante de higados esteatisicos?

A continuacién se evalud la relevancia de los cambios en RBP4 observados en los injertos
hepaticos esteatdsicos sometidos a trasplante sobre el dafio hepdtico. Para esto, se realizé un
estudio dosis-respuesta en el cual se administr6 RBP4 a dosis de 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 y
200 pg/kg en la rata donante 30 minutos antes del procedimiento quirtrgico, y se determinaron los
efectos sobre el dafio hepdtico en los receptores, 4 h después del trasplante (Figura 29). Los
resultados obtenidos indicaron que el RBP4 protege a los injertos hepaticos esteatdsicos frente al
dafio de una manera dosis-dependiente. Los valores de EDs, para AST, ALT y el grado de lesién
hepética fueron 50.29£1.05, 91.12£1.06 y 43.81£1.44 pg/kg, respectivamente (Figura 29). La
dosis mas efectiva de RBP4 para reducir los pardmetros de dafio hepatico en los injertos hepdticos
esteatdsicos fue de 150 ng/kg, ya que dosis mds altas no estuvieron asociadas con una mayor
reduccion del dafo hepdtico (Figura 29). El tiempo de pretratamiento de RBP4 usado en el
presente estudio (30 min antes del procedimiento quirtirgico) fue seleccionado en base a estudios

previos realizados por nuestro grupo de investigaciéon. En dichos estudios los resultados obtenidos
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demostraron que ese tiempo de pretratamiento resulté en pardmetros de dafio hepdatico similares a
aquellos observados con tiempos de pretratamiento mds largos (60 o 120 min antes del

procedimiento quirdrgico, datos no mostrados).
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Figura 29. Estudio dosis-respuesta del RBP4 en el trasplante de higados esteatdsicos. Se evalud el efecto del
tratamiento con RBP4 sobre el dano hepdtico determinando los niveles de fransaminasas y el grado de lesidon
hepdtica. Distintas letras representan diferencias significativas, p < 0.05.
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Tal y como se muestra en la Figura 30, el tratamiento con RBP4 a la dosis seleccionada, 150 pg/kg
(grupo TH+RBP4), redujo los niveles de transaminasas en los injertos hepéticos esteatdsicos con
respecto a los valores registrados en el grupo TH. El tratamiento con RBP4 no protegié a los
injertos no esteatdsicos sometidos a trasplante. De hecho, los niveles de transaminasas y los valores
del grado de lesién hepatica del grupo TH+RBP4 fueron similares a los del grupo TH (AST:
2135+232 y 2075£329 UI/L para los grupos TH+RBP4 y TH, respectivamente; ALT: 1549129 y
15404205 UI/L para los grupos TH+RBP4 y TH, respectivamente; grado de lesion hepatica:
1.80£0.20 y 1.80%0.12 para los grupos TH+RBP4 y TH, respectivamente).

A continuacién se evalud si el aumento en los niveles de RBP4 inducido por el PCI (grupo
PCI+TH) protege a los injertos hepaticos esteatdsicos. Para esto se intentd identificar la dosis de
anticuerpo anti-RBP4 que al administrarse en el grupo PCI+TH, redujera los niveles de RBP4 a
niveles similares a los que se observaron en el grupo TH. Entre las dosis que se evaluaron (1000,
3000 y 5000 pg/kg), la dosis de anticuerpo anti-RBP4 adecuada fue 3000 pg/kg (datos no
mostrados). A esta dosis, la administracién del anticuerpo anti-RBP4 en el grupo PCI+TH (grupo
PCI+TH+anti-RBP4), result6 en niveles de proteina de RBP4 similares a aquellos registrados en el
grupo TH (2804480, 73161709 and 28631212 ng/g de tejido para los grupos TH, PCI+TH y
PCI+TH+anti-RBP4, respectivamente). Este efecto fue asociado con niveles de transaminasas
similares a aquellos detectados en el grupo TH (Figura 30). Los resultados histolégicos
correpondientes al grado de lesién hepdtica mostraron un patrén similar al descrito para las
transaminasas (Figura 30). Asi pues, la administracién del anticuerpo anti-RBP4 en el grupo
PCI+TH (grupo PCI+TH+anti-RBP4) eliminé los beneficios del PCI+TH sobre el dafio hepatico.
El tiempo de pretratamiento del anticuerpo anti-RBP4 usado en el presente estudio (30 min antes
del procedimiento quirtirgico) fue seleccionado en base a estudios previos realizados por nuestro
grupo de investigaciéon. Los resultados de dichos estudios mostraron que ese tiempo de
pretratamiento resultd en pardmetros de dafio hepético similares a aquellos observados con tiempos
de pretratamiento mds largos (60 o 120 min antes del procedimiento quirtrgico; datos no

mostrados).

Los hallazgos histolégicos revelaron que los injertos hepaticos esteatdsicos del grupo TH
mostraron dreas extensas de necrosis coagulativa severa con infiltracién de neutrdfilos (Figura
31A) que fueron reducidas en nimero y extensién en el grupo TH+RBP4 (Figura 31B). Las
lesiones hepaticas observadas en los injertos hepdticos esteatdsicos de los grupos PCI+TH (Figura
31C) y PCI+TH+anti-RBP4 (Figura 31D) fueron similares a aquellas observadas en los grupos
TH+RBP4 (Figura 31B) y TH (Figura 31A), respectivamente.
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Figura 30. Efecto de la modulacién farmacoldgica del RBP4 sobre el dafo hepdtico en el trasplante de higados
esteatdsicos. Se evaluaron como pardmetros de lesidon hepdtica las fransaminasas y el grado de lesidon hepdtica.
*p < 0.05 versus grupo Sham, +p < 0.05 versus grupo TH, y °p < 0.05 versus grupo PCI+TH.
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Figura 31. Lesiones histoldgicas en el trasplante de higados esteatdsicos. Fotografias representativas de los
cambios histolégicos en el tejido hepdtico de los grupos experimentales estudiados. A) TH, necrosis coagulativa
hepdtica diseminada con infiltracién de neutréfilos. B) TH+RBP4, drea pequeha de necrosis coagulativa
hepdtica con infiliracidén de neutrdfilos. C) PCI+TH, E) TH+PPARy antagonista, y H) PCl+TH+anti-RBP4+PPARy
antagonista, lesiones hepdticas similares a las del grupo TH+RBP4. D) PCl+TH+anti-RBP4, F) PCI+TH+PPARY
agonista, y G) TH+RBP4+PPARy agonista, lesiones hepdticas similares a las del grupo TH. Tincién HyE, barra = 100
um.
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2. Mecanismos protectores del las estrategias quirdrgicas o farmacoldgicas capaces de
modular el RBP4 en el trasplante hepatico con injerto esteatésico.

En base a estudios previos que han indicado que el PPARy regula mediadores que son dianas
moleculares del RBP4,”>*° y a otros que han descrito que el PCI ejerce sus efectos protectores a
través de una sobre-expresién de PPARy en I/R normotérmica;*"” se investigé si el PPARy podria
estar implicado en los efectos del RBP4 sobre la lesion hepética en el trasplante de higados
esteatdsicos. Para ello, primeramente se evalud si el PPARYy juega un papel en la lesién hepética
por I/R asociada al trasplante de injertos hepaticos esteatdsicos y seguidamente se evalud si existia
una relacion entre RBP4 y PPARY en las mismas condiciones experimentales, tal como se describe

en los resultados mostrados a continuacion.

¢cLos niveles de PPARy estdn alterados en el trasplante hepdtico de injertos esteatosicos y no
esteatosicos? ;Y en el PCI?

Los niveles de PPARy (mRNA y proteina) en los injertos hepéticos no esteatdsicos de los grupos
TH y PCI+TH fueron similares a aquellos que se observaron en el grupo Sham (Figura 32). En
presencia de esteatosis, los niveles de PPARY en el grupo TH fueron notablemente m4s altos que en
el grupo Sham. En el grupo PCI+TH de injertos esteatdsicos se observaron niveles reducidos de

PPARYy en comparacién con el grupo TH (Figura 32).
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Figura 32. Niveles de PPARy en el trasplante de higados esteatdsicos y no esteatdsicos. Se evalud la expresion
génica del mRNA y los niveles de proteina del PPARy. *p < 0.05 versus grupo Sham, *p < 0.05 versus grupo TH.

¢Existe un efecto dosis-respuesta del tratamiento con el antagonista del PPARYy sobre el daiio
hepdtico en el trasplante de higados esteatésicos?

A continuacién se evalué la relevancia de los cambios en PPARy observados en los injertos
hepéticos esteatdsicos sometidos a trasplante sobre el dafio hepatico. Para esto, se realiz6 un
estudio dosis-respuesta en el cual se administré un antagonista del PPARY a dosis de 250, 500, 750,
1000, 1250 y 1500 pg/kg en la rata donante 1 h del procedimiento quirdrgico, y se determinaron los
efectos sobre el dafio hepdtico en los receptores, 4 h después del trasplante (Figura 33). El
antagonista del PPARY protegi6 a los injertos hepdticos esteatdsicos frente al dafio de una manera
dosis-dependiente. Los valores de EDs, para AST, ALT y el grado de lesién hepdtica fueron
503.0£5.53, 315.0+£1.03 y 224.91£2.07 ng/kg, respectivamente (Figura 33). La dosis mds efectiva
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del antagonista del PPARy para proteger a los higados esteatdsicos frente al dafio fue de 1000
pg/kg. Dosis mds altas fueron innecesarias, ya que no lograron reducir mas la lesion (Figura 33).
El tiempo de pretratamiento del antagonista del PPARy (1 hora antes del procedimiento quirdrgico)
se seleccioné en base a estudios previos*>**' asi como también en base a estudios preliminares
realizados por nuestro grupo de investigacion. Los resultados obtenidos de dichos estudios
indicaron que ese tiempo de pretratamiento resulté en pardmetros de dafio hepatico similares a los
que se obtuvieron con tiempos de pretratamiento més largos (2 o 3 h antes del procedimiento

quirdrgico; datos no mostrados).
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Figura 33. Estudio dosis-respuesta del antagonista del PPARy en el trasplante de higados esteatdsicos. Se evalud
el efecto del fratamiento con el antagonista del PPARY sobre el dano hepdtico determinado por los niveles de
tfransaminasas y sobre el grado de lesidn hepdtica. Distintas letras representan diferencias significativas, p < 0.05.



118 Resultados

El tratamiento con el antagonista del PPARy a la dosis seleccionada, 1000 pg/kg (grupo TH+
PPARYy antagonista), resulté en pardmetros bioquimicos e histolégicos de dafio hepético méds bajos
que los observados en el grupo TH (Figura 34). En los injertos hepéticos no esteatdsicos, el
tratamiento con el antagonista del PPARy no indujo cambios en el dafio hepdtico. En consonancia
con lo anterior, los niveles de transaminasas y los valores histolégicos correspondientes al grado de
lesion hepatica del grupo TH+ PPARy antagonista fueron similares a aquellos observados en el
grupo TH (AST: 2143£192 y 2075%£329 UI/L para los grupos TH+PPARy antagonista y TH,
respectivamente; ALT: 1630+£124 y 1540£205 UI/L para los grupos TH+PPARY antagonista y TH,
respectivamente; grado de lesiéon hepdtica: 1.70+0.26 y 1.80+0.12 para los grupos TH+PPARYy

antagonista y TH, respectivamente).

Posteriormente se investigd si la reduccién en los niveles de PPARy inducido por el PCI (grupo
PCI+TH) protege a los injertos hepdticos esteatdsicos. Con tal finalidad, se buscé una dosis del
agonista del PPARy que al administrarse en el grupo PCI+TH aumentara los niveles de PPARy a
niveles similares a los encontrados en el grupo TH. Entre las dosis que se evaluaron (1000, 3000 y
5000 pg/kg), la dosis adecuada del agonista del PPARY fue de 3000 pg/kg (datos no mostrados). La
administracién del agonista del PPARy a dosis de 3000 nug/kg (grupo PCI+TH+PPARYy agonista)
eliminé los beneficios del PCI+TH, resultando en niveles de trasaminasas y grado de lesion
hepética en injertos hepaticos esteatdsicos similares a aquellos observados en el grupo TH (Figura
34). El tiempo de pretratamiento del agonista del PPARy usado en el presente estudio (1 h antes
del procedimiento quirtrgico) fue seleccionado en base a estudios previos realizados por nuestro
grupo de investigaciéon y por otros.”>?” Los resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacion indicaron que ese tiempo de pretratamiento resulté en pardmetros de dafio hepatico
similares a aquellos que se observaron con tiempos de pretratamiento mas largos (2 o 3 h antes del

procedimiento quirdrgico; datos no mostrados).

El estudio histolégico revel6 que en el grupo TH+ PPARY antagonista (Figura 31E), la extension y
el niimero de dreas de necrosis en los injertos hepéticos esteatdsicos se redujeron en comparacion
con el grupo TH (Figura 31A). Las lesiones hepéticas observadas en el grupo PCI+TH+ PPARYy
agonista (Figura 31F) fueron similares a las que se observaron en el grupo TH (Figura 31A).
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Figura 34. Efecto de la modulacién farmacoldégica del PPARy sobre el dafno hepdtico en el trasplante de
higados esteatésicos. Se evaluaron como pardmetros de lesidon hepdtica las transaminasas y el grado de lesidon
hepdtica. *p < 0.05 versus grupo Sham, *p < 0.05 versus grupo TH, y °‘p < 0.05 versus grupo PCI+TH.
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¢Existe alguna relacion entre el RBP4y el PPARy en el trasplante de injertos esteatosicos? ;Y
en los efectos protectores del PCI?

Para investigar una posible relacion entre el RBP4 y el PPARY en las condiciones experimentales
evaluadas en el presente estudio, se determinaron los niveles de RBP4 y de PPARY después de la
modulacién farmacolégica de PPARy y de RBP4. En el grupo TH+ PPARY antagonista, los niveles
de RBP4 en los injertos hepaticos esteatdsicos fueron similares a los que se obtuvieron en el grupo
TH (Figura 35A), indicando que el tratamiento con el antagonista del PPARy no modificé los
niveles de RBP4 en los injertos hepaticos esteatdsicos. Ademds, en el grupo PCI+TH+PPARYy
agonista los niveles hepaticos de RBP4 fueron similares a los observados en el grupo PCI+TH
(Figura 35A). Se realiz6 entonces un estudio dosis-respuesta para evaluar los efectos de diferentes
dosis de RBP4 sobre los niveles de PPARY en higados esteatdsicos 4 h después del trasplante y la
EDs, calculada fue de 111.5+1.33 pg/kg. La dosis mds efectiva de RBP4 para reducir los niveles de
proteina de PPARy fue 150 pg/kg. Dosis mds altas de RBP4 no redujeron mds los niveles de
PPARY en los injertos hepaticos esteatdsicos (Figura 35B).

Por otro lado, es notorio que a la dosis de RBP4 seleccionada (150 pg/kg), los niveles de PPARy y
el dafio hepatico se redujeron en el grupo TH+RBP4, pero no a los niveles observados en el grupo
Sham (Figuras 35C y 36). Asi pues, se evalud si la administracion del antagonista del PPARYy en el
grupo TH+RBP4 podria inhibir los niveles de PPARy y el dafio hepdtico en los higados
esteatdsicos. Los resultados obtenidos indicaron que en el grupo TH+RBP4+PPARY antagonista
los niveles de PPARy fueron reducidos hasta ser similares a aquellos observados en el grupo Sham
(4.1240.59 y 4.2440.86 ng/g de tejido en los grupos TH+RBP4+PPARy antagonista y Sham,
respectivamente) pero los pardmetros de dafio hepatico fueron similares a los registrados en el
grupo TH+RBP4 (AST:1287+432 y 1188+360 UI/L para los grupos TH+RBP4+PPARYy
antagonista y TH+RBP4, respectivamente; ALT:1005£179 y 964+170 UI/L para los grupos
TH+RBP4+PPARy antagonista y TH+RBP4, respectivamente; grado de lesion hepdtica: 1.38+0.24
y 1.35£0.15 para los grupos TH+RBP4+PPARY antagonista y TH+RBP4, respectivamente).
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Figura 35. Relacion entre el RBP4 y el PPARy en el trasplante de higados esteatésicos. A) Niveles de RBP4. Se
evalud la expresion génica del MRNA y los niveles de proteina del RBP4. B) Estudio dosis-respuesta para evaluar
el efecto de diferentes dosis de RBP4 sobre los niveles de proteina de PPARy en injertos hepdticos esteatdsicos 4
horas después del trasplante. Distintas letras representan diferencias significativas, p < 0.05. C) Niveles de PPARY.
Se evalud la expresion génica del mMRNA vy los niveles de proteina del PPARy. *p < 0.05 versus Sham, +p < 0.05
versus grupo TH, y *p < 0.05 versus grupo PCI+TH.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con RBP4 (a la dosis seleccionada, 150
ng/kg) y el PCI a través de la inducciéon de RBP4 redujeron el PPARy en los injertos hepaticos
esteatdsicos y mejord la lesion hepética. En el grupo TH+RBP4 los niveles de PPARy (Figura
35C) y los pardmetros de dafio hepético (Figura 36) se redujeron en los injertos hepaticos
esteatdsicos en comparacion con el grupo TH. En el grupo TH+RBP4+PPARY agonista los valores
de transaminasas y del grado de lesion hepdtica fueron similares a los del grupo TH (Figura 36),
indicando que el agonista del PPARY eliminé los beneficios obtenidos con el tratamiento de RBP4
en los injertos hepdticos esteatdsicos. El PCI+TH resulté en niveles reducidos de PPARy (Figura
35C) y de dafio hepdtico (Figura 36) en injertos hepdaticos esteatdsicos en comparacién al grupo
TH. En el grupo PCI+TH+anti-RBP4, los niveles de PPARy y de lesion hepética en los injertos
hepéticos esteatdsicos fueron similares a aquellos observados en el grupo TH (Figura 35C),
indicando los efectos perjudiciales del anticuerpo anti-RBP4 en los injertos hepéticos esteatdsicos.
En el grupo PCI+TH+anti-RBP4+PPARY antagonista, el dafio hepético fue similar al registrado en
el grupo PCI+TH (Figura 36), indicando que el antagonista del PPARy previno los efectos
perjudiciales del anticuerpo anti-RBP4. En el grupo TH+RBP4+PPARy agonista, se observaron
lesiones histolégicas en los injertos hepaticos esteatdsicos (Figura 31G) similares a aquellas que se
encontraron en el grupo TH (Figura 31A). En el grupo PCI+TH+anti-RBP4+PPARYy antagonista,
las lesiones histolégicas que se obsevaron en los injertos hepaticos esteatdsicos (Figura 31G)
fueron similares a aquellas observadas en el grupo PCI+TH (Figura 31C).
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farmacoldgica de RBP4 y PPARy en el trasplante de

de la modulacién
higados esteatésicos. Se evaluaron como pardmetros de lesidon hepdtica las transaminasas y el grado de lesidon

Figura 36. Dano hepdtico después

+p < 0.05 versus grupo TH, y *p < 0.05 versus grupo PCI+TH.

hepdtica. *p < 0.05 versus grupo Sham,
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3. Efecto de la AMPK sobre los niveles de RBP4 y PPARY en el trasplante de higados
esteatosicos

Los efectos beneficiosos de los activadores de la AMPK tales como el AICAR y la implicacién de
la AMPK en los beneficios del PCI en los injertos hepaticos esteatdsicos ya han sido descritos
previamente por nuestro grupo de investigacién utilizando el mismo modelo experimental de
trasplante hepdtico descrito en la presente tesis.'” A partir de tales estudios, se seleccioné la dosis
y el tiempo de pretratamiento para la administracion del activador de la AMPK (100 mg/kg, 5
minutos antes del procedimiento quirdrgico) y del inhibidor de la AMPK (100 pg/kg/min, durante
10 minutos antes del procedimiento quirtrgico). A esa dosis, el activador de la AMPK protegi6 a
los injertos hepéticos esteatdsicos. La dosis seleccionada del inhibidor de la AMPK inhibi6 la
AMPK en los higados esteatdsicos precondicionados y resulté asi en niveles de AMPK y de

1% Los resultados obtenidos en el presente

transaminasas similares a los observados en el grupo TH.
estudio indicaron que en los grupos TH+AMPK activador y PCI+TH los niveles de RBP4
aumentaron en los injertos hepaticos esteatdsicos en comparacién con el grupo TH (Figura 37A).
Este hallazgo estuvo asociado con niveles reducidos de PPARy (Figura 37B). Por el contrario, en
el grupo PCI+TH+AMPK inhibidor los niveles de RBP4 en los injertos hepéticos esteatdsicos
fueron similares a los niveles registrados en el grupo TH (Figura 37A). Este efecto fue asociado
con niveles de PPARY similares a aquellos del grupo TH (Figura 37B). Asi pues, los activadores
del AMPK y el PCI (a través de la inducciéon de AMPK) aumentaron los niveles de RBP4 en los
injertos hepdticos esteatdsicos después del trasplante. Esto a su vez fue asociado con una reduccién

en los niveles PPARY.
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Figura 37. Efecto del AMPK sobre los niveles del RBP4 y PPARY en el trasplante de higados estestdsicos. A) Niveles
de RBP4. Se evalud la expresidon génica del mRNA vy los niveles de proteina del RBP4. B) Niveles de PPARy. Se
evalud la expresion génica del mRNA y los niveles de proteina del PPARY. *p < 0.05 versus Sham, *p < 0.05 versus
grupo TH, y *p < 0.05 versus grupo PCI+TH.
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4. RBP4 y el PPARY en injertos hepaticos esteatésicos después del periodo de
isquemia fria.

Los resultados obtenidos revelan una estrecha relacion entre los niveles de mRNA de RBP4 y los
niveles de proteina de RBP4 en los injertos hepaticos esteatdsicos después del trasplante,
sugiriendo que este tipo de injerto genera RBP4 por si mismo después del tratamiento con el
activador de la AMPK o de la induccién del PCI (grupos TH+AMPK activador y PCI+TH).
Ademds del higado, el tejido adiposo es capaz de generar RBP4, el cual puede ser captado por el
higado a partir de la circulacién sistémica.****** Para confirmar que el injerto hepitico esteatdsico
por si mismo y sin la influencia de otros tejidos o constituyentes de la circulacidn, puede generar
RBP4 después del tratamiento con el activador de la AMPK o de la induccién del PCI, se midieron
los niveles de mRNA del RBP4 en los injertos hepdticos esteatdsicos durante la isquemia fria
(antes del implante del injerto hepético en el receptor). En estas condiciones, el higado estd aislado
de la influencia de otros tejidos y de la circulacién sistémica. Los resultados obtenidos indicaron
que durante la isquemia fria los niveles d¢ mRNA de RBP4 en los injertos hepdticos esteatdsicos
aumentaron después del tratamiento con el activador de la AMPK o de la induccién del PCI
(grupos Isquemia+AMPK activador y PCI+Isquemia) (Figura 38A) en comparacién con los
niveles observados en el grupo Isquemia. Este hallazgo fue también asociado con niveles reducidos
del mRNA de PPARYy (Figura 38B). Por el contrario, en el grupo PCI+Isquemia+AMPK inhibidor,
los niveles de mRNA de RBP4 en los injertos hepdticos esteatdsicos fueron similares a los del
grupo Isquemia (Figura 38A). Este resultado estuvo asociado con niveles de mRNA de PPARy
similares a los observados en el grupo Isquemia (Figura 38B).
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Figura 38. RBP4 y PPARY en los injertos hepdticos esteatdsicos después de la isquemia fria. A) Niveles del mRNA
de RBP4. B) Niveles del mRNA de PPARy. *p < 0.05 versus Sham, +*p < 0.05 versus grupo Isquemia, y *p < 0.05 versus
grupo PCl+Isquemia.



