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Discusion

La lesion por I/R hepética, inherente al trasplante hepatico, continda siendo un problema sin
resolver en la préctica clinica a pesar de los avances en los tratamientos farmacoldgicos, en mejoras
de las soluciones de preservacién y en el establecimiento de estrategias de terapia génica. En
trasplante hepdtico, la I/R es la causa principal tanto del mal funcionamiento como del fallo
primario del injerto hepético, siendo este dltimo el responsable de 81% de los retrasplantes durante
la primera semana tras la intervencion quirdrgica. Y si esto ocurre en higados sanos aun son
mayores los casos de mal funcién o fallo primario del injerto hepéatico cuando el injerto es
esteatdsico, de ahi que la esteatosis sea la causa principal del mayor numero de O6rganos
considerados no aptos para el trasplante, acentuando asi la problemdtica de la falta de injertos
hepéticos para trasplante.”® Ademds, se espera una mayor prevalencia de esteatosis en la poblacién
en general y por lo tanto en la cirugia hepética.” Teniendo en cuenta estas observaciones, es
evidente la necesidad de desarrollar estrategias protectoras para minimizar los efectos adversos de
la lesién por I/R en los higados esteatdsicos. Esto incidirfa en una mayor disponibilidad de injertos
hepaticos para trasplante y consecuentemente en una reduccion en las listas de espera de pacientes

que requieren un trasplante de higado.

Diferentes estudios indican la presencia de un sistema local del RAS en el higado independiente del
sistema RAS relacionado con el control de la presién sanguinea.”'””*>** Datos existentes en la
literatura sugieren que la modulacién del RAS local protege a los higados esteatdsicos y no
esteatdsicos frente a la lesién inducida por I/R normotérmica.”'>*'"” Dada la relevancia clinica de la
I/R en trasplante de higado, y considerando los efectos protectores descritos por moduladores del
RAS en higados sometidos a I/R normotérmica, se evalud si la modulacién del RAS podria

considerarse como una estrategia terapéutica ttil en higados sometidos a trasplante.

En la presente tesis se mostré que los injertos hepdticos no esteatdsicos generaron niveles
considerables de Ang II al someterlos a trasplante, lo cual se reflej6 en dafio hepdtico. Los injertos
esteatdsicos generaron menos Ang Il y niveles més altos de Ang-(1-7) que los no esteatdsicos. En
consonancia con estos resultados, los antagonistas de los receptores de Ang II fueron inefectivos en
presencia de esteatosis mientras que protegieron a los injertos no esteatdsicos frente a la lesidon
inducida por I/R. Anteriormente a esta tesis, no se habia reportado la utilidad de los antagonistas de
los receptores de la Ang Il como estrategias terapéuticas para reducir el dafio en higados sometidos

a trasplante.
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Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigaciéon han demostrado que el PCI es
una estategia terapéutica quirdrgica efectiva frente a la lesion por I/R asociada al trasplante en
higados no esteatdsicos y esteatdsicos, pero poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares
responsables del efecto protector del PCI en el trasplante hepatico. ™*'® Las investigaciones
presentadas en esta tesis indican que los mecanismos protectores del PCI no cursan a través de una
inhibicién en la Ang II. Por otro lado, esto no implica que la Ang II no ejerza efectos perjudiciales
en injertos no esteatdsicos sometidos a trasplante. De hecho, el tratamiento con antagonistas de los

receptores de Ang II protegieron los injertos no esteatdsicos frente a la lesién inducida por I/R.

A continuacién se investigd cudles eran los mecanismos de proteccién de los antagonistas de los
receptores de Ang II en injertos hepéticos no esteatdsicos sometidos a trasplante hepético. Se sabe
que la Ang II causa vasoconstriccion a través de la estimulacion del AT1R acoplado a la proteina
G."*% En linea con lo anterior, So y colaboradores describieron que los antagonistas del ATI1R
mejoraron la vasoconstriccién en miocardio.”®” Teniendo en cuenta que los desérdenes en la
microcirculacién hepética han sido considerados como mecanismos responsables de la lesion
inducida por IR,*" se evalué si los efectos beneficiosos de los antagonistas de los receptores de
Ang II en injertos hepéticos no esteatésicos podian explicarse mediante mejoras en el flujo
sanguineo. El estudio realizado por Masuko y colaboradores indica que el antagonista de AT1R,
CV-11974, aument6 el flujo sanguineo en higados no esteatdsicos sometidos a 2h de isquemia
normotérmica.’’ Sin embargo, los resultados de la presente tesis indican que los beneficios de los
antagonistas de Ang II sobre la lesion en injertos no esteatdsicos sometidos a 6h de isquemia fria
no se reflejan en cambios en el flujo sanguineo hepatico. Estos efectos diferenciales acerca del
efecto de los antagonistas de los receptores de Ang II sobre la microcirculacién hepatica podrian
ser explicados, al menos parcialmente, por diferencias entre los modelos experimentales de IR

analizados (isquemia normotérmica por los diferentes autores e isquemia fria en la presente tesis).

Posteriormente se evalud si la p38 MAPK y el NO podrian estar implicados en los efectos
beneficiosos de los antagonistas de los receptores de Ang Il en el trasplante hepatico de injertos no
esteatdsicos, ya que se habia descrito previamente la implicacién de los mismos en los beneficios
de los antagonistas de los receptores de Ang II en higados no esteatdsicos sometidos a I/R
normotérmica.”"”> Sin embargo, ninguno de los tratamientos farmacolégicos indujo cambios en esos
mediadores con respecto al grupo de trasplante hepético sin tratamiento, indicando que ni la p38
MAPK ni el NO parecian estar implicados en los efectos protectores de los antagonistas de los

receptores de la Ang Il en el contexto del trasplante hepdtico de injertos no esteatdsicos.

Ante esta situacion, se investigd la posible participacién de la ERK 1/2, en base a un estudio previo
en fibrosis hepdtica que indicé que un antagonista de ATIR era capaz de modular la activacién de
la ERK 1/2.*° Nuestros resultados sugieren que la proteccién ofrecida por los antagonistas de los
receptores de Ang II en injertos hepaticos no esteatdsicos estd mediada por un aumento en la
expresién de ERK 1/2, una quinasa que previene la muerte celular y mejora la supervivencia.”"'
ERK 1/2 activa factores de transcripcién que desencadenan sefiales de supervivencia,
especialmente, vias anti-apoptéticas, que protegen el injerto frente a la lesion inducida por I/R
asociada al trasplante.***'> Se evalué ademds, si la activacién de la ERK 1/2 inducida por los

antagonistas de los receptores de Ang II en injertos no esteatdsicos reducia la muerte celular por
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apoptosis o necrosis. Este objetivo se plante6 en base a los siguientes antecedentes: La apoptosis es
un factor clave en la lesién por reperfusién en el trasplante de higados no esteatésicos;® Natori y
colaboradores describieron que el tratamiento con inhibidores de caspasas atenud la apoptosis
celular y aumento la supervivencia de receptores trasplantados con injertos no esteatdsicos

mantenidos durante 30 horas en solucién UW.*!?

Ademas, Cursio y colaboradores describieron que
la ERK 1/2 disminuye la apoptosis en higados no esteatdsicos sometidos a 2h de isquemia
normotérmica.” No obstante, en las condiciones estudiadas en la presente tesis, 6h de isquemia
fria, el aumento en la activacién de ERK 1/2 inducido por los antagonistas de los receptores de Ang
IT en injertos no esteatdsicos no fue asociado con disminucién en la apoptosis, pero si se asocié a
una proteccion frente a la necrosis. Estos resultados estdn en consonancia con datos previos
obtenidos por nuestro grupo de investigacion,'® los cuales reflejan que la apoptosis no es la forma
predominante de muerte celular en injertos hepaticos esteatdsicos y no esteatésicos sometidos a 6h

de isquemia fria.

En el caso de los injertos hepaticos esteatdsicos los bajos niveles de Ang II podrian explicar el
hecho de que al inhibir la accién de la Ang II no fue relevante para proteger a los injertos
esteatdsicos frente a la lesion por I/R. Sin embargo, surge la pregunta de por qué hay menos Ang II
en los higados esteatésicos que en los no esteatésicos sometidos a trasplante. Para responder a tal
pregunta, se hipotetizé que los bajos niveles de Ang II observados en los injertos hepdticos
esteatdsicos podrian ser debidos a la formacién de Ang (1-7). De hecho, recientemente se ha

314,315

descrito que la enzima ACE2 degrada la Ang II hacia Ang (1-7) y es conocido que la Ang (1-
7) es otro potente efector endégeno del RAS que ejerce sus efectos bioldgicos a través de un
receptor conocido como Mas.””?"* Los resultados obtenidos en la presente tesis indicaron una
sobre-expresion de la ACE?2 en los injertos hepéticos esteatdsicos sometidos a trasplante, la cual se
asocié con niveles altos de Ang (1-7) y con niveles reducidos de Ang II. Diferentes estudios han
descrito a la Ang (1-7) como un candidato prometedor para el tratamiento de enfermedades tales
como el infarto al miocardio, la diabetes y la fibrosis hepatica.'**'**'” Los resultados de esta tesis
evidencian los efectos perjudiciales de la Ang (1-7) en el trasplante hepdtico de injertos
esteatdsicos. El antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) redujo la muerte celular por necrosis
y aument$ la supervivencia de los receptores trasplantados con injertos hepaticos esteatdsicos.
Teniendo en cuenta estos resultados, es de sefialar el potencial clinico de estrategias basadas en el
bloqueo de la Ang (1-7) en el trasplante de higados esteatdsicos, las cuales podrian ser especificas
para este tipo de higados. La siguiente pregunta que se planted fue por qué la Ang (1-7) tiene un
efecto adverso en el trasplante de higados esteatdsicos. Los datos derivados de este estudio acerca
del NO vy del estrés oxidativo obtenidos después del tratamiento con el antagonista del receptor
Mas de la Ang (1-7) podrian explicar esta cuestion. Los mecanismos de sefalizacion intracelulares
de la Ang (1-7) implican la liberacién de NO, el cual es beneficioso en otras patologfas.”®* Sin
embargo, la generacién de NO inducida por la Ang (1-7) en injertos hepdticos esteatdsicos puede
ser perjudicial si se combina con el superéxido para formar peroxinitrito.’'® Esto podria ocurrir en
los injertos hepdticos esteatdsicos ya que todos estos factores (altos niveles de NO, altos niveles de
RLO y la presencia de peroxinitritos) fueron observados en este tipo de higados. El poder oxidativo
y los efectos citotéxicos del peroxinitrito estdn bien documentados.’® El peroxinitrito conduce a la
deplecion de las defensas celulares antioxidantes, inactivacion de enzimas y nitracion de residuos

de tirosina en las proteinas que puede afectar adversamente sus funciones. Puede afectar también



130 Discusion

procesos de transduccién de sefiales.’” Se ha descrito que el peroxinitrito es la forma predominante
de RLO en los injertos hepiticos esteatésicos sometidos a trasplante.'™ Esto podria explicar la poca
tolerancia de los higados esteatdsicos a la lesion por I/R cuando se someten a trasplante, ya que este
tipo de higados son mds susceptibles al estrés oxidativo que los injertos hepdticos no
esteatésicos.'® Por lo tanto, la reduccién en la formacién de peroxinitrito podria ser el mecanismo
protector del antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) en el trasplante de higados esteatdsicos,
ya que este tratamiento redujo la generacién de NO, el estrés oxidativo y la formacién de

peroxinitrito.

A la luz de lo expuesto anteriormente, en el contexto de la lesion por I/R asociada al trasplante
hepético, el eje ACE-Ang II-ATR y el eje ACE2-Ang (1-7)-Mas desempefian un papel crucial en
los injertos hepéticos no esteatdsico y esteatdsicos, respectivamente. Asi pues los antagonistas de
los receptores de la Ang II pueden ser efectivos en el trasplante de higados no esteatdsicos,
mientras que el antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) es el adecuado en el trasplante de
higados esteatésicos. Adicionalmente, las investigaciones conducidas en esta tesis muestran
propiedades de la Ang (1- 7) que no habian sido descritas previamente. De hecho, se han descrito
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efectos protectores de la Ang (1-7) en el infarto al miocardio y en la fibrosis hepatica, siendo

esta la primera vez que se han descrito efectos perjudiciales de la Ang (1-7).

Siguiendo con los objetivos de la presente tesis, se evalué el papel del RBP4 en la lesién por I/R en
el trasplante hepdtico de higados esteatdsicos. El RBP4 es una adipocitoquina que aumenta en
obesidad y que puede tener propiedades proinflamatorias.”***** Se ha descrito que el RBP4
regula mediadores inflamatorios que también estarian implicados en la lesién por I/R hepatica en

. foi o 30,234.243
higados esteatdsicos,” "

por ello es posible que el RBP4 pueda estar implicado en la
vulnerabilidad que presentan los higados esteatdsicos frente a la lesion por I/R asociada a
trasplante. Teniendo en cuenta lo anterior, se evalud si el RBP4 podria estar implicado en la lesion
por I/R y en los efectos protectores del PCI, y si por lo tanto su modulacién farmacolégica podria

ser considerada como una estrategia protectora en higados esteatdsicos sometidos a trasplante.

Con anterioridad a esta tesis, no se habia descrito el papel del RBP4 en la lesién hepatica por I/R.
La presente tesis evidencia que los niveles de RBP4 en injertos no esteatdsicos fueron
practicamente como el grupo Sham pero se detectaron niveles de RBP4 reducidos en presencia de
esteatosis. Este hallazgo estd en consonancia con datos previos que han mostrado niveles reducidos
de RBP4 en enfermedades hepiticas, tales como cirrosis, hepatitis aguda y malnutricién,**** asi
como en diferentes tipos de inflamacién inducida por lipopolisacarido o por IL-6."7* Hasta la
fecha, el RBP4 ha sido descrito como una adipocitoquina que ejerce efectos perjudiciales en varias
patologias, incluyendo diabetes y enfermedades cardiovasculares.”***** En la presente tesis se
describe por primera vez los efectos beneficiosos del tratamiento con RBP4 en el trasplante de

higados esteatdsicos.

Al mismo tiempo que se investigd el papel del RBP4 en la lesién por I/R asociada al trasplante
hepético, también se evalué su implicacién en los efectos protectores del PCI. La activacién de la
AMPK es clave en los mecanismos protectores del PCL'” La AMPK esta implicada en los efectos

. . . . . . . . . . 326-328
ejercidos por diferentes adipocitoquinas como la adiponectina y la resistina. Los resultados
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obtenidos en esta tesis indican que el PCI, mediante la activacion de la AMPK, reduce el RBP4 y

protege asi los injertos hepdticos esteatdsicos frente a la lesion por I/R.

Hasta la fecha, el higado se ha considerado como la principal fuente de RBP4.”*** Aunque el
tejido adiposo puede ser otra fuente de RBP4, su contribucién parece ser minima, de acuerdo con
los datos descritos previamente. De hecho, se ha observado que diferencias en los niveles de RBP4
no estdn asociados con la cantidad de grasa abdominal subcutinea.’”*******° Con estos
antecedentes, se cuestiono si en las condiciones evaluadas en la presente tesis, el injerto hepatico
esteatdsico por si mismo y sin la influencia de otros tejidos, puede producir RBP4. En la presente
tesis, el tratamiento con activadores del AMPK vy la induccién del PCI aumentaron los niveles de
RBP4 hepético en injertos esteatdsicos después del trasplante. Esta acumulacién de RBP4 la genera
el higado esteatdsico por si mismo. Se observd en todos los grupos evaluados, una relacién entre
los niveles de mRNA y de proteina de RBP4 en los injertos hepdticos esteatdsicos después del
trasplante. Ademads, el aumento en los niveles de RBP4 observados en los injertos hepdticos
esteatdsicos después del trasplante tras el tratamiento con un activador de la AMPK o la induccién
del PCI, fue detectado durante la isquemia fria (antes de la implantacién de los injertos hepéticos
en el receptor). Teniendo en cuenta que durante la isquemia fria el higado estd aislado de otros
6rganos y componentes sistémicos, se sugiere que los injertos hepdticos esteatdsicos por si solos

fueron responsables de la generacion de RBP4 inducida por el PCI o por la AMPK.

En la presente tesis también se estudiaron los mecanismos de proteccion de estrategias terapéuticas
que pudieran aumentar los niveles de RBP4. Se evalu6 al PPARy como posible mediador
implicado en tales mecanismos debido a estudios previos que habian apuntado hacia una relacién
entre el PPARy y el RBP4,2°**** y a estudios que indicaban que el PCI ejerce sus efectos
protectores a través del PPARy en higados esteatésicos sometidos a I/R normotérmica.””’ Los
resultados presentados indican que tanto el tratamiento con RBP4 como el PCI (a través de la
induccién de RBP4) redujeron la sobre-expresion de PPARYy en los injertos hepéticos esteatdsicos,
protegiendo asi frente a los efectos perjudiciales del PPARYy sobre el dafio hepatico. En los injertos
hepéticos esteatdsicos, la modulacién farmacoldgica de la actividad del RBP4 indujo cambios en
los niveles de PPARY, y los beneficios derivados de la induccién de RBP4 (ya sea por el PCI o por
el pretratamiento con RBP4) se eliminaron cuando se activé el PPARy. Ademads los efectos
perjudiciales derivados de la administracién del anticuerpo anti-RBP4 en los injertos hepaticos
esteatdsicos fueron prevenidos con el antagonista del PPARy. A diferencia de lo que ocurre en el
caso de la isquemia normotérmica,”" la presente tesis evidencia que en el ambito del trasplante
hepético la reduccién en los niveles de PPARy protege los injertos esteatésicos de la lesion
inducida por I/R. Ademds, a diferencia de estudios previos que indican que los agonistas del
PPARYy reducen los niveles de RBP4,2%%32% 1og resultados obtenidos en esta tesis evidencia que
en el contexto del trasplante de higados esteatdsicos las estrategias dirigidas a aumentar los niveles
de RBP4 (tratamiento con RBP4 o induccién del PCI) reducen los niveles de PPARy y el dafio
hepatico. Por otro lado, cabe mencionar que los resultados presentados no esclarecen por qué los
niveles de PPARy y de RBP4 estdn aumentados y reducidos, respectivamente, en los injertos
hepaticos esteatdsicos, o si el RBP4 es el responsable directo de los niveles reducidos de PPARy

observados en los injertos hepdticos esteatdsicos. Futuras investigaciones aclarardn si existe una
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relacién regulatoria directa entre el RBP4 y el PPARY en el trasplante de higados esteatdsicos ya

que otros genes pueden estar involucrados.

Por otro lado, en linea con datos previos descritos en un modelo de ratas con obesidad inducida por
una dieta rica en grasas,”' y en ratas Zucker,” nuestros resultados indicaron que la presencia de
infiltracién grasa en el higado (sin ninguna intervencién quirdrgica) por si misma no induce
cambios en los niveles de RBP4 o de PPARY, ya que no se observaron diferencias en los niveles de
RBP4 o de PPARY entre los higados esteatdsicos y no esteatdsicos de los grupos Sham de ratas
Zucker. Estos resultados contrastan con datos encontrados en la literatura que indican niveles
reducidos de RBP4, y niveles altos o bajos de PPARy**** en higados esteatésicos en
comparacion con higados no esteatdsicos. Estas diferencias en los resultados de los niveles de
RBP4 y PPARY, podrian ser explicados, al menos parcialmente, por las diferencias que existen en
el nivel de regulacién de RBP4 y PPARY entre ratas y ratones,>~ por las diferencias en los modelos
experimentales de obesidad evaluados y por el diferente grado de esteatosis de los modelos

experimentales estudiados.

Debe considerarse que el tratamiento con RBP4, a la dosis més efectiva (150 pg/kg), redujo el dafio
hepatico y los niveles de PPARY pero no inhibié completamente ni el dafo hepético ni el PPARy
en los injertos hepdticos esteatdsicos. El hecho de que el RBP4 no prevenga la lesion hepética no
puede ser explicado por el hecho de que los niveles de PPARY no son completamente reducidos por
el RBP4. De hecho, el tratamiento con un antagonista del PPARy redujo pero no previno la lesién
en los injertos hepdticos esteatdsicos. Ademads la administraciéon de un antagonista del PPARYy en el
grupo TH+RBP4, a la dosis mas efectiva, redujo el PPARYy a los niveles del grupo Sham pero
resulté en pardmetros de dafio hepético similares a aquellos del grupo TH+RBP4. Asi pues, estos
resultados sugieren que, ademds del RBP4 y del PPARY, otros mecanismos estidn involucrados en
la lesién hepética por I/R asociada con el trasplante de injertos hepaticos esteatdsicos. Esta idea no
es sorprendente dado que numerosos mecanismos y mediadores estdn implicados en la lesion
hepética por I/R asociada al trasplante,’”'* lo cual hace dificil encontrar una estrategia que inhiba
completamente la I/R hepética asociada al trasplante.

Resumiendo lo anteriormente mencionado en relacion al RBP4, se puede decir que en trasplante
hepatico, y a diferencia de lo que ocurre en injertos hepdticos no esteatdsicos, en presencia de
esteatosis se reduce RBP4 y se sobre-expresa PPARYy. El tratamiento con RBP4 y el PCI (a través
de la induccién de AMPK) redujeron la sobre-eexpresion de PPARYy, protegiendo asi a los injertos
hepéticos esteatdsicos frente a la lesion por I/R asociada al trasplante. A su vez, las terapias basadas
en antagonistas del PPARy también podrian ser de utilidad para proteger a los injertos hepaticos
esteatdsicos. En la presente tesis se evidencian por primera vez efectos beneficiosos del RBP4 que
no habian sido descritos previamente.

Desde el punto de vista de una posible aplicacion clinica, los hallazgos descritos en la presente tesis
pueden abrir nuevas posibilidades para la intervencidn terapéutica en el trasplante hepético (Figura
39). La Ang II seria una diana terapéutica apropiada solamente en el caso del trasplante de higados
no esteatdsicos. Asf pues, los antagonistas de los receptores de la Ang II podrian ser efectivos en el

trasplante de higados no esteatdsicos reduciendo el dafio hepético asociado a la lesioén por I/R a
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través de la sobrerregulacion de la ERK1/2. Estas estrategias no serian utiles en presencia de
esteatosis hepdtica. En el caso de los higados esteatdsicos, los resultados presentados en esta tesis
describen dos nuevas dianas para intervenciones terapéuticas en el trasplante hepatico. Una de ellas
se encuentra dentro de la cascada del RAS, y se basa en la Ang (1-7). En la presente tesis se
demostrd que al inhibir la accién de la Ang (1-7) se protege a los injertos hepaticos esteatdsicos
sometidos a trasplante. La segunda diana terapéutica se basa en la adipocitoquina RBP4. En la
presente tesis se mostrd que al aumentar los niveles de RBP4 se protege a los injertos hepaticos
esteatdsicos sometidos a trasplante frente a la lesion por I/R. El PCI a través de la AMPK induce
RBP4, lo cual estaria reduciendo la sobre-expresion de PPARy y la lesiéon por I/R hepética. En la
presente tesis se han descrito estrategias farmacoldgicas que son especificas para proteger los
injertos hepaticos esteatdsicos frente a la lesién por I/R hepdtica asociada al trasplante. De hecho,
el tratamiento con el antagonista del receptor Mas de la Ang (1-7) es una opcién terapéutica que
reduce el dafo hepdtico mediante una reduccién en la generacién de NO y del estrés oxidativo.
Ademds, estrategias dirigidas a inducir RBP4, tales como el PCI o el tratamiento con RBP4, asi
como aquellas basadas en antagonistas del PPARy también protegen de manera efectiva a los
injertos hepdticos esteatdsicos sometidos a trasplante. Tales terapias podrian mejorar las
condiciones iniciales de los injertos hepéticos que se someten a trasplante pero con deficientes
resultados post-operatorios y podrian aumentar la disponibilidad de numerosos injertos esteatdsicos
que en la actualidad no son considerados aptos para trasplante por sus condiciones patoldgicas,
reduciendo asi la problemdtica en las listas de espera en trasplante hepdtico. Estos hallazgos
también pueden contribuir a nuevas aplicaciones del PCI en la préctica clinica del trasplante
hepético, ya que por un lado, los mecanismos del PCI que se han descrito refuerzan su papel como
estrategia protectora y por el otro, se muestra al PCI como una estrategia quirdrgica sencilla que
puede ejercer los mismos efectos beneficiosos que varias de las estrategias farmacoldgicas

propuestas.
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Figura 39. Estrategias para proteger a los injertos hepdticos frente a la lesion por I/R en el tfrasplante hepdtico.




