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aaUTP, 5-(3-aminoalil)-UTP

AEA, anandamida

Akt, proteina kinasa B

AM, adrenomedulina

AMPc, adenosina monofosfat ciclica
AVP, vasopressina

All, angiotensina Il

BDL, model experimental de lligadura del conducte biliar

BH,, tetrahidrobiopterina

CCl,, tetraclorur de carboni

CGRP, péptid relacionat amb el gen de la calcitonina;

CO, monoxid de carboni;

Ct, cicle llindar

Cy .. Cianina 3/5

DAG, diacilglicerol

Dbh, dopamina f3 hidroxilasa

ET, endotelina

eNOS, oxid nitric sintasa endotelial
F, flux sanguini portal

GO, gene ontology

HO, hemo-oxigenasa

H,S, sulfur d'hidrogen

iNOS, Oxid nitric sintasa induible
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MAP, pressio arterial mitja
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MRA, arteries de resisténcia mesenteérica

NA, noradrenalina

nNOS, oxid nitric sintasa neuronal

NO, oxid nitric

NOS, oxid nitric sintasa

NPY, neuropeptid Y
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PGl,, prostaciclina

PKC, proteina kinasa C

PLC, fosfolipasa C

PP, pressio portal
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R, resisténcia vascular portal
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TXA,, tromboxa A,;

VEGF, factor de creixement de I'endoteli vascular

VSM, cel-lules vasculars del muscle llis
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21 FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSIO PORTAL

La hipertensié portal és un sindrome clinic caracteritzat per un augment patoldgic de la pressid
del sistema vends portal per sobre del seu valor normal (inferior a 6mmHg). Qualsevol procés
que interfereixi en el flux de la sang portal pot provocar hipertensid portal. Les causes de la
hipertensié portal es classifiqguen segons la localitzacié de I'augment de la resisténcia al flux
portal que es pot donar en un ambit pre-hepatic com el cas de la trombosis portal, intra-hepatic
com la cirrosi hepatica o bé post-hepatic com el sindrome de Budd-Chiari. La hipertensié portal
intra-hepatica pot produir-se per diferents afeccions del fetge, perd la cirrosi és la responsable
de més del 90% dels casos en el mén occidental. Quan el gradient de pressié portal (diferencia
entre les pressions de les venes porta i venes supra-hepatiques) augmenta a 10 mm Hg, poden
apareixer les complicacions de la hipertensié portal. La hipertensid portal promou la formacié de
vasos col-laterals, i a través d'aquests la sang portal es deriva a la circulacid sistémica sense passar
pel fetge. Aquests col-laterals portosistéemics es formen per I'obertura i dilatacié de conductes
vasculars preexistents que connecten el sistema vends portal amb les venes caves superior i
inferior. Aquests conductes, tancats en condicions normals, es dilaten a causa de I'augment de la
pressié portal. El sistema anastomotic mes important, és el sistema col-lateral gastroesofagic, ja
gue inclou les varius esofagiques, responsables de la principal complicacié de la hipertensié portal:
I'hemorragia digestiva per trencament de varius esofagiques. Altres manifestacions del sindrome
de la hipertensio portal sén I'encefalopatia hepatica, I'ascites i la insuficiencia renal. A causa de la
gravetat d'aquestes complicacions, la hipertensid portal representa la primera causa de mort i de

transplantament hepatic en pacients amb cirrosi (1).

2.2 FACTORS QUE INFLUEIXEN EN LA HIPERTENSIO PORTAL

Com en qualsevol sistema vascular, el gradient de pressié al llarg del sistema vends portal és el
producte del flux sanguini portal per la resisténcia vascular que s'oposa a aquest. Segons la llei
d'Ohm aquesta relacié ve definida per

AP=QxR

on AP és el gradient del flux portal, Q és el flux sanguini en la totalitat del sistema vends portal
(que inclou les col-laterals portosistemiques) i R és la resisténcia del sistema vends portal (suma
de les resistencies de la vena porta, del fetge i de les venes col-laterals). Aquesta relacié indica que
la pressié portal pot augmentar a causa d'un augment del flux sanguini portal, de la resistencia
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vascular o d'ambdds alhora. De fet, en pacients cirrotics, I'augment de la resistencia al flux de sang
portal és el factor principal desencadenant de la fisiopatologia de Ia hipertensié portal (2, 3).
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Figura 1. Mecanisme fisiopatologic de la hipertensié portal

NO, oxid nitric; CO, monoxid de carboni; PGl,, prostaciclina; TNFa, factor de necrosis tumoral a;
AM, adrenomedulina; H,S, sulfur d'hidrogen; AEA, anandamida; CGRP, péptid relacionat amb el
gen de la calcitonina; NA, noradrenalina; All, angiotensina Il; AVP, vasopressina; ET, endotelina;
TXA,, tromboxa A,; LT, leucotrienes, R, resistencia vascular portal; F, flux sanguini portal.

2.3 AUGMENT DE LA RESISTENCIA VASCULAR

* Resisténcia vascular intrahepatica
En la cirrosi, la resisténcia vascular intrahepatica esta localitzada principalment en els sinusoides
hepatics, com a conseqiiéncia de la deformacidé de la arquitectura vascular hepatica per fibrosis,
la cicatritzacid i la formacié de noduls (4). Encara que el canvi morfologic que es produeix al
fetge és el factor més important que intervé en la resistencia intrahepatica, treballs com el de
Bathal i Grozsmann (5) van evidenciar que existeix un component dinamic d'aquesta resisténcia,
modificable per agents vasoactius enddgens o farmacologics, i que representa un 40% de
la resistencia vascular del fetge cirrotic. Aixi, I'augment del to vascular intrahepatic és una
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conseqliéncia d'un desequilibri produit per un increment a la resposta de vasoconstrictors, com
I'endotelina, vasoconstrictors adrenéergics, tromboxa, leucotrienes o angiotensina Il (6-10) i per
una deficit tant en la produccié com en la resposta, de vasodilatadors, principalment, d'oxid nitric
(NO) (8, 1).

* Resisténcia portocolateral

En la hipertensié portal avancada, la circulacié collateral pot transportar més del 90% de la
sang que entra al sistema portal. En aguestes circumstancies és obvi que la resisténcia d'aquests
vasos pot influir notablement en la resisténcia global al flux sanguini portal i per tant sobre la
pressié portal. Els elements que modulen la resisténcia col-lateral no sén ben coneguts, tot i
aixi agents vasoconstrictors (vasopressina i inhibidors no selectius de receptors B adrenérgics),
incrementen significativament la resistencia portocolateral. Altres estudis han mostrat que la
formacié de vasos porto-sistémics esta relacionada amb processos angiogenics dependents del
factor de creixement de I'endoteli vascular (VEGF), els quals poden ser atenuats si s'interfereix
la via de senyalitzacié de VEGF/VEGF receptor-2. (12, 13)

2.4 AUGMENT DEL FLUX SANGUINI

Un augment del flux d'entrada de la vena porta és una caracteristica fonamental de la hipertensié
portal (14). Aguest augment del flux sanguini que contribueix a perpetuar i a agreujar el sindrome
de la hipertensié portal, és conseqgliencia d'una important vasodilatacié arteriolar en els drgans
esplacnics que drenen la vena porta. Aixi doncs, en la hipertensié portal, la circulacié esplacnica
i també la sistemica és hipercinética, i implica un augment de I'index cardiac aixi com un descens
de la pressio arterial i de la resisténcia vascular periférica (sistemica) (15). Aquests trastorns
hemodinamics associats a la hipertensié portal (vasodilatacié arteriolar sistémica, disminucié de
la resisténcia periferica, hipervolemia i augment del consum cardiac) és el qué es coneix com
sindrome de circulacié hiperdinamica i condueix a un augment del flux sanguini portal i a agreujar
la hipertensié portal (16), encara que es desenvolupin col-laterals portosistemiques per tal de
descomprimir el sistema.

Els mecanismes descrits fins al moment, que contribueixen a la vasodilatacié esplancnica de la
hipertensio portal sén per una banda, I'augment de la concentracié de vasodilatadors circulants,
I'increment de la produccié endotelial de vasodilatadors locals i finalment, la reduccié de la
resposta vascular en front als vasoconstrictors. Aquest Ultim mecanisme, és probablement una

conseqliencia de I'augment del nivell de vasodilatadors (circulants i paracrins).
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e Vasodilatadors circulants

Diferents estudis s'han centrat amb el paper potencial dels vasodilatadors circulants per
promoure la circulacié hiperdinamica esplancnica observada en la hipertensié portal. S'ha
observat un augment de la alliberacié d'agents vasodilatadors enddgens que podrien contribuir a
la hiperémia esplancnica per un doble mecanisme: provocant la relaxacié del muscle Ilis vascular i
disminuint la sensibilitat front els vasoconstrictors enddgens com la noradrenalina, angiotensina
[I'i vasopressina (17). El glucagd, un peptid de 29 aminoacids, és probablement el vasodilatador
humoral pel que existeixen més evidencies de que juga un paper significatiu en promoure la
hiperémia esplancnica en la hipertensié portal (18). Diversos estudis han determinat nivells
elevats d'aquesta hormona en pacients cirrotics i en models experimentals d'hipertensié portal.
A més, estudis en rates sanes, en els que s'ha augmentat el glucagé circulant a nivells similars
als observats en la hipertensié portal, han mostrat un augment significatiu del flux sanguini
esplancnic. Aquest conjunt d'evidéncies donen forca a I'estratégia terapéutica per disminuir Ia
hipertensié portal basada en inhibidors del glucagd (somatostatina i analegs).

Estudis recents indiquen que els endocannabinoids podrien jugar un paper important en la
circulacié hipercinética associada a la hipertensié portal (19, 20). S'han determinat nivells elevats
d'anandamida (cannabinoid endogen) en mostres de sang de pacients cirrotics aixi com en rates
cirrotiques. A més a més, el blogueig del receptor cannabinoid CB1 disminueix el flux sanguini
portal i augmenta la pressié arterial en rates amb hipertensié portal. El mecanisme d'accié és
encara incert, pero s'ha proposat que un increment de la produccié de NO, produit per l'activacié
dels receptors endotelials CB1, en podria ser la causa (21).

* Vasodilatadors endotelials
En el context de la patogenia de les anomalies circulatories de la hipertensio portal, també s'han
determinat substancies vasoactives paracrines produides per I'endoteli vascular, com ['0xid
nitric, el monoxid de carboni o la prostaciclina, que tenen un paper molt important . Es creu
que el principal factor responsable del desenvolupament de la circulacié hiperdinamica és la
hiperproduccié de I'0xid nitric (22). Paradoxalment, la sintesi d'oxid nitric es troba reduida en el
fetge cirrotic comparat amb el fetge sa (23). Aixi doncs, I'0xid nitric estaria jugant un doble paper,
per una banda, el deficit de la alliberacié del NO en la circulacié intrahepatica podria contribuir
a l'augment de la resisténcia observada en la cirrosi i per altre banda, una excessiva quantitat
d'dxid nitric podria ser la responsable de la vasodilatacié esplancnica i sistemica. Aquest excés
de NO en la circulacié esplancnica, s'evidencia en estudis experimentals on I'administracié aguda
d'antagonistes especifics de I'0xid nitric, provoquen una vasoconstriccié esplancnica i sistemica,
la qual atenua la circulacié hiperdinamica d'aquests animals (22). A més a més, la hiperproduccio
de NO s'ha demostrat in vitro en mostres d'artéria mesentérica de rates amb hipertensié portal
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(24). Finalment, la determinacié de concentracions elevades de nitrits i nitrats (productes de
I'oxidacié del NO) en mostres de serum i orina en pacients cirrotics, consolida el paper rellevant
de I'0xid nitric en les alteracions vasculars de la hipertensié portal (25).

La produccié de NO és catalitzada per la oxid nitric sintasa (NOS), que transforma la L-arginina
en L-citrulina amb la preséncia de cofactors com la tetrahidrobiopterina (BH,) i NADPH. Es
coneixen tres tipus diferents de NOS: per una banda, la NOS d'origen endotelial (eNOS) i la
neuronal (nNOS), ambdues constitutives i activades per Ca* en presencia de calmodulina, i per
altre banda, la iNOS, induible per citoquines i endotoxines i independent de Ca?* (26). Inicialment,
s'havia proposat (Vallance i Moncada) que la isoforma induible era la responsable de I'excés de
NO a la circulacié esplancnica i sistemica (27). Aquesta hipotesi es basava en que I'endotoxémia
(present en la cirrosi), activava I'expressié de iNOS en les parets vasculars. Aquesta hipotesi
no va ser validada, perque es va demostrar que la iNOS no es trobava sobreexpressada en la
vasculatura esplancnica de les rates cirrotiques, i que la dexametasona (inhibidor de iNOS), no
prevenia el desenvolupament de la circulacié hiperdinamica als animals (28, 29). Posteriorment,
diversos laboratoris van demostrar que la forma endotelial de la NOS era la responsable de
I'excés de NO descrit (28-31). Dels estimuls que promouen la sobre expressié de eNOS, un dels
més importants és l'estres per fregament, perd la translocacié bacteriana i el shunt porto-
sistemic per se també tenen un paper important en la induccié de la vasodilatacié depenent de
NO (28, 29, 32-37). Tot i aixi, estudis seqiiencials realitzats en el model de lligadura calibrada de
la vena porta, han demostrat que I'activacié de eNOS té lloc abans de I'aparicié d'aquests tres
factors (31, 38), de fet, s'observa una sobre-expressié d'aquest enzim a les 10 hores després
d’'haver practicat la lligadura (39). Aix0 indica que l'activacié de eNOS és un factor inicial en
el desenvolupament de la vasodilatacié i d'altre banda ens mostra que ha d'existir algun altre
mecanisme dels mencionats anteriorment que intervingui a les fases inicials de la hipertensid
portal. En aquesta direccid, s'ha proposat que la vasoconstriccid mesentérica reflex observada
just després de la lligadura, podria ser la responsable de I'activacié de I'enzim (39). Estudis a
nivell molecular, mostren que en estats preliminars de la hipertensié portal, es detecta abans
I'increment de Il'activitat de eNOS que no pas I'augment de I'RNA missatger d'aguest enzim.
La unica resposta a aquesta paradoxa és una activacié de eNOS a nivell post-translacional a
través de la fosforilacié d'Akt (38). Un altre mecanisme responsable de I'activacié de eNOS
proposat és la translocacié bacteriana. L'endotoxemia derivada de la translocacié bacteriana,
estimula la GTP cicloxigenasa, present en els vasos mesenterics, augmentant la produccié de
la BH,, cofactor essencial per la eNOS (40). Aixi, estudis amb animals, que utilitzen antibiotics
per la descontaminacié intestinal, han demostrat que I'augment de la biodisponibilitat de BH,
com a resultat de la translocacié bacteriana contribueix en I'augment de I'activitat de eNOS (41).
Un altre font de I'excessiva produccié mesenterica de NO és la nNOS, la qual s'expressa en les
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neurones perivasculars nitrergiques. Utilitzant la perfusié de vasos mesenterics, s'ha demostrat
gue l'alliberament de NO, per via de la nNOS, augmenta en resposta a I'estimulacié electrica dels
nervis perivasculars en rates amb hipertensié portal. En concordanca amb aquests resultats,
s'ha determinat una sobre-expressié de nNOS als nervis perivasculars de I'arteria mesentérica
superior en rates amb hipertensié portal pre-hepatica (42, 43).

De la mateixa manera que el NO, el monoxid de carboni (CO), és una moléecula de gas enddgena
capacg de reqgular el to vascular. EI CO és un dels productes del procés de degradacioé del grup hemo,
gue consisteix en una série de reaccions autocatalitiques portades a terme per I'enzim hemo-
oxigenasa (OH). Diversos estudis suggereixen la implicacié del CO en la vasodilatacié arterial
derivada de la cirrosi. Per una banda, s'ha determinat un augment tant de I'expressiéo com de
I'activitat de la forma induible de I'enzim hemo-oxigenasa (OH-1) en teixits d'origen esplancnic en
animals amb hipertensio portal, i per altre banda, la inhibicié simultania del NO i HO ha demostrat
gue reverteix de forma completa la reduccié de la resposta vasoconstrictora al clorur de potassi
en el territori mesentéric (44).

Una altra substancia amb funcié vasodilatadora que podria jugar un paper important en la
circulacio hiperdinamica és la prostaciclina (PGl,). La prostaciclina, produida per les ciclooxigenases
(COX1i2)ialliberada del endoteli, indueix una relaxacio del muscle Ilis per I'estimulacio de I'adenilat
ciclasa i la generacié de I'adenosina monofosfat ciclica (AMPc). S'ha demostrat que pacients
cirrotics presenten alts nivells sistémics de prostaciclina circulant. A més, aguesta prostaglandina
també es troba elevada tant a la vena porta com a I'artéria aorta de rates amb hipertensié portal
(45, 46). En la mateixa linia, la inhibicié de la biosintesis de prostaglandines amb indometacina
redueix la circulacié hiperdinamica i la pressid portal en pacients amb cirrosi i hipertensié portal
(47).

Per altre banda, existeixen estudis que indiquen gue el factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
produit per les cel-lules mononuclears i activat per endotoxines bacterianes, es troba en nivells
elevats en el context d'hipertensié portal, i es creu que podria ocupar una posicié rellevant en
la vasodilatacié esplacnica observada en la hipertensié portal. De fet, antagonistes del TNF-a
(anticossos anti- TNF-a o inhibidors de la seva sintesis) inhibeixen el desenvolupament del
sindrome circulatori hiperdinamic en rates amb hipertensié portal pre-hepatica o amb cirrosi biliar
secundaria (48, 49). El mecanisme d'accié del TNF-a en la hipertensié portal és encara desconegut,
tot i que s'ha demostrat que estimula I'expressié genica de I'enzim clau per la biosintesis de
BH,, la GTP-ciclohidrolasa, en les cel-lules endotelials (50, 51). Aixi, augmentant la produccié
de BH,, directament s'incrementaria la biodisponibilitat del NO derivada de la eNOS (50, 52).

Un altre candidat a tenir un paper important en la regulacié de la circulacié hiperdinamica,
és I'adrenomedulina, un peptid i potent vasodilatador. Els pacients cirrotics, presenten un elevat
nivell d'adrenomedulina circulant, el qual ha estat associat directament amb nivells plasmatics
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de nitrits i amb 'expansié del volum plasmatic, i inversament correlacionat amb la resisténcia
periférica (53). L'adrenomedulina, fosforila i activa I'enzim Akt i augmenta la produccié de cGMP
(indicador de NO) en l'arteria adrta de rata (54). Aguestes dades suggereixen que aquest péptid
podria estar implicat en l'activacié d'Akt i de eNOS en artéries de la circulacié esplancnica i
sistémica en la hipertensid portal (55).

Recentment, un conjunt d'evidéncies, ha introduit una nova molécula en el focus d'estudi dels
possibles agents vasodilatadors que participen en la circulacié hiperdinamica, el sulfur d’hidrogen
(H2S). Aquest gas, és un potent vasodilatador endogen present a l'aorta (56, 57) i en les arteries
mesenteriques (58). Una injecci6 intravenosa d'H,S implica una disminuci6 transitoria de la
pressié arterial de rates (de 20 a12mmHg). El mecanisme de relaxacié del teixit vascular d'aquest

gas s'explica per l'estimulacié dels canals ATP-sensitius de K* (K,..), independent de I'activacié

ATP
de la via cGMP, com en el cas del NO o el CO (59). De totes maneres, el rol del H,S en el sindrome
circulatori hiperdinamic encara no s'ha explorat directament en el context de la cirrosi.

Tot i que probablement I'0xid nitric tingui un paper rellevant en aquesta alteracié vascular,
s'ha demostrat que la inhibicié del NO atenua, perd no normalitza, el sindrome hipercinétic de
la hipertensié portal, la qual cosa suggereix que la regulacié de la vasodilatacié esplancnica

associada a la hipertensié portal té un origen multifactorial (60).

* Hipo-resposta a vasoconstrictors

La baixa pressi6 arterial i la hipovolemia central desencadena I'activacié de diversos sistemes
de regulacié vascular com el sistema renin-angiotensind-aldosterona (RAAS), el sistema nervids
simpatic i I'alliberacié no osmotica de la arginina vasopressina, en un intent de mantenir estable
la pressid arterial mitjancant la vasoconstriccié i la retencié de sodi i aigua. Tot i aixi, diversos
estudis de perfusié de vasos aillats procedents de diferents models animals d'hipertensié
portal, suggereixen que existeix un component vascular de hiporesposta a vasoconstrictors.
Agquesta hiporesposta de les parets vasculars esplancniques als agents vasoconstrictors, explica
perque la circulacié hiperdinamica augmenta amb la progressid de la malaltia, tot i la activacid
d'aquests sistemes vasoconstrictors homeostatics. A més a més, la persistent activacié d'aquests
sistemes sembla empitjorar el component dinamic de la resisténcia intrahepaica i promou la
vasoconstriccid, la isquemia i la subseqtient formacié d'estrés oxidatiu en diferents organs (fetge
o ronyd). La hiporesposta a vasoconstrictors intervé tant en I'augment de la vasodilatacié en
territoris esplancnics, com en la vasoconstriccié d'organs essencials i desencadena el trastorn
multiorganic de la cirrosi. Donat que tant I'afinitat com el nombre de receptors als vasoconstrictors
enddgens no es troben reduits a la hipertensié portal (61, 62), ha d'existir una disfuncié de la via
de senvyalitzacié de la contraccid a nivell de sub-receptor.
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L'estat contractil de les cél-lules vasculars del muscle llis (VSM) depén essencialment de I'estat
de fosforilacié de les cadenes lleugeres de miosina (MLC). Els agonistes contractils tendeixen a
augmentar la fosforilacié de les MLC via l'activacié de les MLC kinasa. La MLC fosforilada activa
a la actina-miosina ATPasa, donant a lloc a la contraccié del muscle llis. En condicions normals,
no només els vasoconstrictors endogens, com les catecolamines o la angiotensina, siné també
la vasopressina i les leucotrienes, actuen via l'estimulacié de receptors acoblats a la proteina
G. Aguests receptors, subseqgtiientment activen altres efectors com la fosfolipasa C B (PLCB) i la
GTPasa RhoA, donant a lloc a la fosforilacié de MLC. L'activacié de la PLCB implica la hidrolitzacié
de l'inositol-bifosfat (IP,) a inositol-trifosfat (IP,) i diacilglicerol (DAG). L'alliberament del segon
missatger IP, indueix l'alliberament de Ca** des del reticle endoplasmatic, mentre que el DAG
interacciona amb la proteina kinasa C (PKC), la qual modula un ampli assortiment de processos
cellulars que desencadenen la regulacié del to vascular. En canvi, l'activacié de RhoA, i la
subseqient activacié de la RhoA kinasa, inhibeix la MLC fosfatasa, afavorint I'estat fosforilat de
MLC, i la contraccié vascular. Aquestes vies de senyalitzacid de la contractilitat vascular es troben
alterades en la hipertensié portal donant lloc a una hipocontraccié i vasodilatacié arterial. De fet,
en rates amb cirrosi biliar secundaria (BDL), s'ha observat una disfuncié de la via de senyalitzacié
de PLC, en reaccid a l'angiotensina, que implica una reduccié de l'activacié PLC i una subseqient
disminucio de la producci¢ de IP, (63). Recents estudis, han revelat que en rates BDL, existeix una
disminucid de l'activitat de RhoA kinasa que dona lloc a una alteracio a la contractilitat vascular en
vasos extrahepatics que podria contribuir a la vasodilatacié esplancnica i sistémica (61, 64).
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Figura 2. Vies de senyalitzacio cel-lular associades a la vasodilatacié esplacnica

DAG, diacilglicerol; GPCR, receptors acoblats a la proteina G; IP,, inositol-trifosfat; MLC, cadenes
lleugeres de miosina; PIP,, inositol-bifosfat; PKC, proteina kinasa C; PLCB; fosfolipasa C 8; VSMC,
cél-lula vascular del muscle llis.
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2.5 SISTEMA NERVIOS A LA HIPERTENSIO PORTAL

Estudis histologics han revelat gue el muscle llis vascular esta innervat per neurones que presenten
imunoreactvitat per NOS (65), per la acetilcolina transferasa, o per la tirosina hidroxilasa. Aquestes
neurones postganglionars eferents, identificades com nitrergiques, colinérgiquesinoradrenergiques,
controlen la contractilitat de les cél-lules vasculars dels vasos sanguinis. Funcionalment, s'ha
demostrat que els nervis nitrergics, tindrien més rellevancia en la regulacié del to vascular que
no pas els colinergics, la funcié dels quals basicament es basa en modular la funcié contractil
vasoconstrictora dels nervis adrenergics i vasodilatadora dels nitrergics (66).

En la circulacié mesenteérica, tant de humans com de rosegadors, la vasoconstriccié induida pel
sistemanervids simpatic (SNS) és principalment transmesa pels receptors post-sinaptics adrenérgics
al (67). De fet, I'estimulacié dels receptors adrenergics al, representa el mecanisme més important
pel qual el SNS regula la resistencia vascular esplancnica. S'ha descrit que la vasoconstriccié com a
resposta a I'estimulacié dels nervis peri-vasculars de I'arteria mesenteérica es pot abolir mitjancant
la tetrodotoxina (neurotoxic), la guanetidina (bloguejador de les neurones adrenérgiques), el
prazosin (antagonista del adrenoreceptor al) o la 6-hidroxidopamina (destructor de les neurones
adrenérgiques) (68, 69). Aixi doncs, és més que probable que la noradrenalina alliberada de les
terminals nervioses adrenérgiques, sigui la principal responsable de la regulacié del to dels vasos
sanguinis periférics. En un treball de Benoit i col-laboradors (70), es va determinar que la resposta
al bloqueig de vasoconstrictors en animals amb hipertensié portal diferia drasticament amb les
rates control. En el cas de les rates control, la influencia de la vasopressina i dels agents adrenergics
a en el manteniment de la resisténcia de la microvasculatura intestinal era més important que no
pas la de I'angiotensina Il. En canvi, el bloqueig adrenérgic a, en rates PVL, no produia canvis en
el diametre arteriolar de la microcirculacié intestinal, mentre que el bloqueig de la vasopressina o
I'angiotensina estava associat a una dilatacio de les arterioles de la vasculatura intestinal. Aquest
resultat, suggereix una pérdua del to vascular adrenergic en el context de la hipertensié portal.

Conjuntament amb la NA, el neuropéptid Y (NPY), és un dels principals
neurotransmissors del sistema nervidés simpatic. EI NPY i la NA s'emmagatzemen i
s'alliberen de la mateixa vesicula pre-sinaptica ubicada en les terminals sinaptiques
simpatiques (71). Lefecte bioldogic del NPY esta regulat per diferents receptors
(Y1-Y6), dels quals el receptor Y1de les cel-lules vasculars del muscle llis, és el principal responsable
dels efectes vasculars. Lestimulaciéo del receptor Y1 (acoblat a la proteina G) potencia la
vasoconstriccié a través de la noradrenalina. La sinergia entre NPY i NA és molt important en la
regulacié del to vascular. De fet, en rates amb hipertensié portal, perd no en rates sham, el NPY a

través del receptor Y1, augmenta la contractilitat vascular i corregeix la hiporesposta vascular (72).
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Per tant, la rellevancia del neurotransmissor NPY s'incrementa dins del context de la hipertensié
portal, ja que optimitza la vasoconstriccié adrenergica restaurant aixi I'eficacia de les catecolamines
enddgenes en la circulacié esplancnica de la hipertensié portal.

Un gran nombre de evidencies ha demostrat que existeix un augment de l'activitat del
sistema nervids simpatic (SNS) en la fisiopatologia de la hipertensié portal (73). En pacients
cirrotics, l'activitat del SNS es troba elevada en diferents parts del sistema hepato-esplancnic,
inclosos teixits o estructures vasculars drenats per les collaterals porto-sistémiques.
Tanmateix, s'ha determinat una relacié positiva entre la noradrenalina i la adrenalina
circulant i la progressié de la malaltia (73). Aixi, pacients amb malaltia hepatica avancada
(Child C), amb una hipertensié portal pronunciada, una alta retencié de sodi i amb el sindrome
hepatorenal establert, presenten alts nivells de NA en plasma. A més a més, s'ha demostrat
gue existeix una correlacid entre els nivells de NA circulants i la supervivéncia del malalt (74).
L'estimulacié del SNS, mitjancant I'increment de noradrenalina en plasma, s'entén com un intent
de compensar i contrarestar I'estat de vasodilatacié arterial i la hiporeactivitat vascular. De totes
maneres, tot i els elevats nivells de catecolamines endogenes circulants, la hipotensié arterial
persisteix durant tot el desenvolupament de la malaltia. Tot i aixi, diverses evidencies demostren
gue existeixen diferencies regionals en la distribucié de I'activacié del sistema nervids simpatic en
el context de la cirrosi (75, 76).

Per altre banda, la NOS, no només es produeix en les cél-lules endotelials (eNOS), sind que també
es troba en nervis peri-vasculars (nNOS). Aquests nervis, la funcié neurotransmissora dels quals,
depén de l'alliberacié de NO, s'anomenen nitrérgics, i produeixen vasorelaxacié de les cel-lules del
muscle llis. Diferents estudis demostren que existeix una sobre-expressié de nNOS en els nervis
peri-vasculars de les arteries mesenteriques de rates amb hipertensié portal (42). Aquest resultat,
suggereix que la hiperproduccié de NO depenent de nNOS podria jugar un paper important en la
vasodilatacié arterial de la hipertensié portal. Tanmateix, s'ha descrit que la inhibicié no selectiva
de NOS per L-NAME (N-w-nitro-L-arginina metil ester) augmenta la vasoconstriccié induida per
I'estimulacié dels nervis peri-vasculars en artéries mesentériqgues sense endoteli. A més, Ia
inhibicio selectiva de nNOS per L-VNIO (vinil-L-N-5-(1-imino-3-butenil)-L-ornitina), també augmenta
la resposta adrenergica vasoconstrictora (77). Aquests resultats suggereixen que el NO pre-sinaptic
podria inhibir I'alliberament de NA de les terminals nervioses adrenérgiques.

La via neuronal que controla el sistema cardiovascular inclou la branca efectora composada
per les fibres post ganglionars simpatiques o parasimpatiques, el nucli requlador del sistema
cardiovascular situat en el sistema nerviés central, i la innervacié aferent primaria (neurones
sensitives). Per una banda, aquestes neurones aferents, alliberen péptids vasodilatadors, com
la substancia P o el péptid relacionat amb el gen de la calcitonina (CGRP). Per altre banda, sén

sensibles a la capsaicina, un agonista del receptor vaniloid, que indueix I'alliberament de CGRP de
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les neurones sensitives primaries, donant lloc a I'esgotament de cGRP en aquests nervis. De fet,
s'ha descrit que I'estimulacié dels nervis peri-vasculars de l'arteria mesenterica en rata dona lloc a
una vasodilatacié d'origen neuronal la qual s'aboleix amb un pre-tractament amb capsaicina o amb
un antagonista del receptor de CGRP (CGRP8-37) (78). Aixi, I'alliberament de CGRP, produeix una
vasodilatacié de l'artéria mesenterica de rata. A més, hi ha estudis que suggereixen que els nervis
CGRPergics inhibeixen la vasoconstriccié adrenergica mitjancant I'alliberament de CGRP. Finalment,
diversos treballs han demostrat que aquests vasodilatadors que s'alliberen de les terminals aferents
dels nervis sensitius a la capsaicina, podrien jugar un paper important en promoure la vasodilatacié
esplancnica en la hipertensié portal, ja que s’han trobat nivells elevats tant de substancia P com de
CGRP, en pacients amb cirrosi i insuficiencia hepatica (79, 80).

2.6 MODELS ANIMALS EN LA HIPERTENSIO PORTAL

La majoria del coneixement adquirit de la fisiopatologia de la hipertensié portal en les dltimes
decades, s'ha extret dels models animals experimentals. La hipertensié portal no és només
conseqiencia d'un augment de la resisténcia al flux sanguini portal, siné també d'un augment del
mateix flux portal. Aquest concepte, que actualment és una evidéncia, no va ser establert fins el
desenvolupament d'un model animal, que reproduia fidelment les alteracions hemodinamiques de
la hipertensid portal. Els models experimentals disponibles difereixen en el curs i en la severitat de
la hipertensid portal, aixi com en la insuficiéncia i la lesié hepatica.

En un treball pioner realitzat per Chojkier and Grozsmann (81, 82) es va establir el model en
rata per excelléncia de la hipertensié portal, el model de lligadura calibrada de la vena porta
(PVL). Aguest model pre-hepatic, consisteix en una lligadura al voltant d'una agulla de punta roma
(20G) estirada sobre la vena porta. La subsequent retirada de 'agulla condueix a una estenosis
calibrada de la vena porta. El model de PVL reprodueix totes les alteracions hemodinamiques
gue caracteritzen el sindrome circulatori hipercinétic que presenten els pacients amb hipertensid
portal: augment de la pressié portal amb augment del flux portal, aparicié de shunts porto-
sistemics, vasodilatacié esplancnica amb augment del flux esplancnic, hipotensié arterial i augment
de I'index cardiac. De fet, al cap d'una setmana, els animals ja tenen establert de forma completa
el sindrome circulatori hiperdinamic i el percentatge dels shunts porto-sistémics (quantitat de
flux sanguini portal derivat a les col-laterals porto-sistemiques) son propers al 100%. Tot i aix/, la
principal limitacié d'aquest model és que la hipertensié portal es desenvolupa de forma aguda.
De fet, el grau maxim d'hipertensid portal s'assoleix a les 24 hores post-lligadura, i posteriorment
decau gradualment a causa del desenvolupament de les col-laterals porto-sistemiques. També a
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les 24 hores, es detecta una vasoconstriccié mesentérica reflex, amb un subseqiient augment de
la resistencia esplancnica. Aquests fets, contrasten clarament amb les manifestacions cliniques de
la hipertensid portal. Un altre limitacié del model és que no s'acompanya d'insuficiéncia hepatica.

Per altre banda, també s'utilitzen models d'hipertensié portal intra-hepatics sinusoidals, com
el model de lligadura del conducte biliar (BDL) i el model de cirrosis per induccié de tetraclorur de
carboni (CCl,) o per tioacetamida (83-85). EI model BDL, és un model de cirrosis biliar secundaria
especialment apropiat per la rata, ja que aquesta espécie no posseeix vesicula biliar. La cirurgia
consisteix en lligar i seccionar una porcié de coledoc. Aquest model desenvolupa cirrosi-fibrosi
biliar entre les 4 i les 6 setmanes. A les 4 setmanes, I'animal ja presenta les manifestacions
tipiqgues del sindrome hiperdinamic i un shunt porto-sistemic del 30-50%. Aproximadament,
un 60% d'aquests animals tenen ascites. Aquest model presenta algunes limitacions, com és el
cas de l'alta mortalitat producte de I'agressivitat del seu curs. A més, els canvis de I'arquitectura
hepatica tipica de la cirrosis sén rarament observables, ja que la hipertensié portal és deguda a
una congestid pre-sinudoidal mecanica. Un altre inconvenient d'aquest model es la formacié d'un
gran quiste biliar, que pot resultar en una compressié a la vena porta i un subseqient augment de
la pressié portal. Tot i aixi, aguest és I'Unic model experimental en rata que reprodueix el sindrome
hepatopulomonar (86). Per altre banda, I'administracio de CCl,, causa una lesio hepatica amb la
produccié del radical CCL,, via el citocrom P450. S'afegeix fenobarbital a I'aigua de beguda per
tal d'agilitzar el metabolisme de CCl, i la subseqlent sintesi de CCl,. Les rutes d'administraci6
d'aquest hepatotoxic sén la inhalacid, la via orogastrica (gavage) o la via intraperitoneal. Entre
12 116 setmanes després de l'administracio del CCl,, les rates desenvolupen cirrosi micronodular,
hipertensié portal, shunt porto-sistemic (30 al 60%) i les manifestacions del sindrome circulatori
hiperdinamic. Si I'administracié es manté entre 12 i 20 setmanes, la majoria dels animals
desenvolupen ascites. La diferent susceptibilitat dels animals front al CCl, és la principal limitacio
d'aguest model, ja que dona lloc a una diferencia individual tant en la severitat de la cirrosi com en
el temps en qué es cursa el model (87). La tioacetamida afecta les arees perivenulars i periportals.
Aquesta toxina pot ser administrada en I'aigua de bequda o per una injeccié peritoneal. Aquest
model desenvolupa cirrosis macronodular en 12 setmanes. Tot i aixi, per establir el sindrome
hiperdinamic, es requereixen periodes més llargs d'administracié (88).
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3. ESTUDI 1

3.1 HIPOTESI | OBJECTIUS

Hipotesi:
L'oxid nitric no és I'Unic responsable de les alteracions vasculars derivades de la hipertensid
portal, sind que han d'existir altres factors, els quals podrien modificar la seva expressio al llarg
de la instauracié del sindrome circulatori hiperdinamic associat a aquesta fisiopatologia.

Objectius:
1. Determinar quines sén les alteracions de I'expressié génica que tenen lloc en l'arteria
mesenterica superior durant el desenvolupament del model d'hipertensié portal experimental

en rata.

2. Descobrir quins mecanismes contribueixen al desenvolupament del trastorn arterial mesentéric

des dels estadis més inicials fins a la instauracié de la hipertensié portal experimental.

3. Corroborar el mecanisme proposat en un model d'hipertensié portal intra-hepatic, com el de

cirrosi per administracié de tetraclorur de carboni.

3.2 RESUM

La vasodilatacié arterial, requlada en part per I'0xid nitric (NO), col-labora en gran mesura en la
fisiopatologia de l'alteracié vascular del sindrome hiperdinamic de la hipertensid portal en pacients
amb cirrosi hepatica. Tot i aixi, existeixen nombroses llacunes en els mecanismes de la produccio
d'oxid nitric, en el paper d'altres mediadors, en la importancia de les alteracions vasculars en la
microcirculacié intestinal i finalment en la seqiiencia temporal de fendmens bioldgics. Aquestes
alteracions no sén exclusives d'una activacié del NO i per tant han de ser multifactorials i canviants
al llarg del temps.

La hipdtesi d'aquest primer estudi es construeix en base a dues premisses: 1) el model cronic
d'hipertensié portal experimental (14 dies post-lligadura calibrada de la vena porta) reprodueix
totes les alteracions hemodinamiques que trobem en els pacients amb hipertensié portal i 2)
I'estudi d'expressié genica diferencial per microarrays de DNA permet determinar un gran nombre
de gens que es co-expressen en una patologia determinada. Aixi, la tecnologia de microarrays de
DNA aplicada al model experimental en rata de la lligadura calibrada de la vena porta ens permet
analitzar de forma conjunta la més que probable complexitat del procés que desencadena la
vasodilatacié arterial esplancnica. L'objectiu que ens vam marcar en aquest primer estudi consisteix
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en el descobriment d'alteracions d'expressié genica implicades en el trastorn arterial esplancnic,
des de les fases més inicials fins la instauracid de la hipertensié portal en un model experimental de
[ligadura parcial de la vena porta en rata.

Per tal d'assolir aquest proposit, a 12 rates se'ls va practicar la lligadura calibrada de la vena
porta (PVL) i a un altre grup de 12 rates, una operacié ficticia (sham). A diferents punts en el temps:
1, 6,24 hores i 3, 514 dies, després de realitzar la lligadura o cirugia sham, es va extreure l'arteria
mesenterica superior (SMA) de cada animal. Les mostres seqliencials de RNA missatger obtingudes
a diferents punts en el temps post-ligadura es van comparar amb mostres de rates sham amb el
mateix esquema, utilitzant microarrays de DNA. L'analisi dels perfils d'expressié diferencial al llarg
del temps, realitzat amb el programa maSigPro, va permetre la seleccié de 418 gens amb perfils
d'expressid ajustats a un model de regressidé determinat (polinomi de 2n grau). Posteriorment, a
aquests 418 gens, se'ls va aplicar els algoritmes d'agrupament PAMSAM per tal de classificar-los
en grups o clusters amb perfil d'expressié similar. Amb aquest agrupament, es van determinar
principalment dos grans grups de gens (clusters) amb perfils de regulacié similar. Per una banda,
es va anomenar “cluster up”, a un cluster que agrupava el 37% dels 418 gens, i que a la vegada es
podia dividir en 4 subgrups (1-4), cadascun dels quals, malgrat diferencies en I'expressié temporal,
presentava una tendéencia a I'augment de I'expressio al llarg del model. Per altre banda, el “cluster
down", que agrupava un 63% dels gens, presentava dos sub-grups (5 i 6). Els gens que englobava
aquest darrer cluster es caracteritzaven per presentar una sobre-expressié a la primera hora post-
[ligadura, un descens de I'expressié al llarg del model i una infra-expressié accentuada als 14 dies
(fase cronica). A més, I'analisi d'Ontologia de Gens (GO) va revelar que les categories funcionals
associades als gens del “cluster down” (sub-grups 5 i 6) amb p<0.01, corresponien a funcions del
sistema nervids, en particular amb la via de transmissié adrenergica (en 50% de les expressions).
Arribats a aguest punt, es van seleccionar 67 gens amb funcions associades al sistema nervids i
amb una expressio als 14 dies post-lligadura de -2 (log,ratio).

Nervous system 67 genes

log z ratio
b lponmse

Figura 3. Perfil d'expressié de 67 gens al llarg del model PVL

Gens associats a funcions relacionades amb el sistema nervids (cluster down) i amb valors
d'expressio als 14 dies post-lligadura superior a -2 (log,ratio).
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La quantificacié de 50 (dels 67) RNA missatgers per RT-PCR a temps real, en les mostres
originals de rates PVL i sham, va validar els resultats dels microarrays en tots els casos. A més a
més, es van confirmar els resultats, utilitzant un model de cirrosi (per induccié amb tetraclorur de
carboni). En aquest cas, 42 dels 50 gens (84%) presentaven infra-expressié significativa en la SMA
de rata cirrotica (n=6) respecte a les control (n=4). De la mateixa manera, aquests gens també es
van quantificar en arteries hepatiques de rates cirrotiques (n=4) i rates control (n=6). En aquestes
arteries, practicament no es va determinar expressié dels gens quantificats en les rates cirrotiques
i control, tampoc es va determinar expressié diferencial significativa entre aquests dos grups. Per
altre banda, la translacié d'aquesta infra-expressié génica a nivell de proteina es va comprovar en
mostres de SMA i de jejd, utilitzant el model experimental de PVL i el de cirrosi. D'aquesta manera,
es va determinar, per Western blot, la inhibicié tant de les proteines responsables de la biosintesi de
noradrenalina, tirosina hidroxilasa (Th) i dopamina pB-hidroxilasa (Dbh) com de la proteina implicada
en la exocitosi del mateix neurotrasmissor, Snap 25, en mostres de SMA i de jeju en rates PVL i
cirrotiques comparades amb les control. Aixi, la inhibicié de Th va resultar de 65 i 71%, la de Dbh de
55i66% ila de Snap 25, de 60 i 55%, en rates PVL i cirrotiques, respectivament. Finalment, per
imunohistoquimica, també es va detectar una inhibicié de I'expressié de Th i de noradrenalina en
els paquets nerviosos peri-SMA de rates PVL comparats amb les control.

En conclusié, la inhibicié de la produccié de RNA missatgers com de proteines, implicades amb
la regulacié de la neurotransmissié adrenérgica, suggereix un trastorn del sistema simpatic en
I'arteria mesentérica de rates amb hipertensié portal. Aquesta alteracié observada en els nervis
peri-vasculars autondmics de I'arteria mesentéricaino enl'artéeria hepatica de rates amb hipertensié
portal, indica que la inhibicié de la reqgulacié adrenérgica representaria una conseqteéencia local de la
hipertensid portal i podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatacié esplancnica associada

a aquesta fisiopatologia.

3. ESTUDI 1
3.3 MANUSCRIT ORIGINAL
Journal of
Hepatology
Journal of Hepalology 49 (2008) 43 51 —_—
ww elsevier comfocatehep

Down-regulation of genes related to the adrenergic system

may contribute to splanchnic vasodilation in rat portal hypertension™
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Buck growndidims: Splanchnic vasodilation initiates the hyperdynamic syndrome in portal hypertension. We aimed to
explore malecular mechanisms involved in the development of mesenteric vasodilation in portal hypertension.

Methods: Superior mesenteric artery (SMA) samples from portal vein ligated (FVL) and sham rats were compared in a
time course experiment using DINA microarrays. Selected genes were gnantified by qRT-PCR in PYL and cirrhotic rats.
Inmunohistochemistry of tyrosine hydroxylase (Th) amd norepinephrine was assessed in SMA sections of PV and sham
rats. Western blot analysis of Th, dopamine fi-hydroxylase (Dbh) and synaptosome-associated protein (Snap-I5) was per-
formed in SMA and jejonum samples from the animal models.

Resuitn: Fifty differentially expressed genes implicated in neorotransmission, especially adrenergic, were detected in
SMA samples from PYL rats. Sequential analysis showed a profound down-repulation at 14 davs in PVL rats. These
down-regulated genes were confirmed by RT-PCR in SMA from PVL and dirhofic rats. Th and NE detection by -
nohistochemistry was reduced in PVL compared to sham. Th, Db aml Snap-25 expression was lower in SMA from 14-day
PYL and cirrhotic rats compared fo sham and control rats, respectively.

Conclusions: Genetic down-regulation of genes related to the adrenergic system might have a role in splanchnic vasodi-
lation of portal hypertension.

& 2008 Furopean Association for the Study of the Liver. Published by Flsevier B.V. All rights reserved.
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The hyperdynamic circulatory state of portal hyper-
tension is characterized by splanchnic and peripheral
vasodilation, mereased plasma volume, and ncreased
cardiac output [1] Splanchnic vasodilation seems to be
the initial hemodynamic event that follows an increased
portal pressure and triggers the subsequent hemody-
namic changes that define the hyperdvnamic syndrome.
An increased production or activation of vasodilatory
mediators and systems is prohably responsible for this

0168-827T4334.00 © 2008 European Association for the Study of the Liver. Published by Elsevier B.Y. All nights reserved,
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splanchnic vasodilation; nitric oxide (WO) has been the
main vasodilator that was implieated [2].

The partial portal vein ligation (PVL) model has been
an essential tool for rescarch in portal hypertension,
reproducing all systemic and hemodynamic abnormali-
ties detected in the circulatory hyperdynamic state [31
Its highly predictable chronobiology has permitted to
chicidate the sequence of events leading to this alter-
ation, providing a unique opportunity to sequentially
evaluate molecular mechanisms invelved in the genera-
tion of the hyperdynamic syndrome,

The present study was designed to combine the pre-
dictability of the PVL model with the high throughput
af DNA microarmay analysis in order 1o explore new
mechanisms involved in the temporal development of
splanchnic (mesenteric) vasodilation during portal hyper-
tension. For this purpose, we compared mRNA expres-
sions (rom mesenleric arlery specimens ffom PVL and
sham rats oblamed at different time points after PVL,

beginning at 1 h after ligation and ending at 14 dayvs
The findings were confirmed in specimens from rats with
carbon tetrachloride (OCL)-induced cirrhosis.

2. Experimental procedures
21 Antrmal modely

211 Parvial PVL and sham operation

Twinty-four male Sprague Dawley mis (Harlsn, Barcelona,
Spain) weighing 275 323 g were used. A partial PYL was carried out
in 12 rats as previously described (3] In the 12 sham-operated rais,
no Migamire was pliced. Superior mesmieric artery (SMA) samples
weere seg ueniislly obisaned Crom 2 cals from the FYL and sham groups
at I, &, and 24 b, and 3, 5 and lidlﬂuﬂHF‘ﬂLurthampructm
Porta) presaurs was messurad in fhe 14-day PVL s before obtaining
SMA samples (men of 13 pun Hy n PYL and & mm Hg o sham).
SMA samples were harvested af & langth of 1.3 1 om begimning at
the wortic anging o 3 am portion of jgunum wis nko obimined. All fs-
sues were inmediately Eept in RMNA later solution (Ambion, Ine., Aus-
tin, TX) and then ai —80 *C.

212, Cirrhoris induction

Cirrhoss was induced in 6 male Sprugue Duwley rats (sl weght
100 120 gj by oral sdministration of OCL, as previously deseribed [4)
Rats received 1.5 mmolfL of phenobarbital in drinking water (od -
amt) e 20 nlSkgfweek of OCL m watar by givage. Four comtral mts
received only phencbarbital. SMA and hepatic artery samples, along
with jefunum were harvested in cirrhodic mits, when nscitss wia presen,
and in gontol rols. The experunents were npproved by the Aninsl Care
Commities of 1he hospital and comdusted in the animal fecilities of the
Institn de Recerca de I"Hospital Vall dHebeon and the Dnstinn
d' Tnvestigneions Riomadiques Augist Pi | Sunyer.

2.2, Microarray analysis

221 Teral RNA extvaction, ampiification and labeling

Aslery sunples were homogenizad m o FasdPrep [Qbiogens, Mon-
treal, Canada) and 1otal RMA was immediatsly isolated using Ri¥easy
Fibirous Tisoue kit (Qiagen, Valencin, ©A, TTSA), High quality RN As
(0.3 1 ug) were amplified by in vilre imnscrplen using Amine Allyl
MessageAmp all NA amplification kit (Ambion). Five micrograms of
all amplified aRMA samplzs (PFVLs, shams) was labelad with both flue-
rescent Cy 5 and Cy3,

2.2.2. Microarray processing

Rat oligo migrosrmys eomaimimg 20,000 vnigue genes | A plent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA) were used to generate gene expession
profiles during the tima course of the FYVL model. Each PVL sampls was
paired with its corresponiding sham samphe using o dye-sanp experiment
design (6 time pounts = 2 dye swap). A total of 750 ng of each |sbeled
aR™As wers mined and fgmeied for hybridization to microarmays
using Agibent in site hybridimtion kit plus, Microarmnys were scomned
using the CeneFia 41004 Array Scaner (Ason Instrumsnts o) and
data extracted from imagss with GeePix Pro 500

2.2.3 Dara anafvsis

Microarray data were analyzed using the Biocondwetor Limma
package htlp:f’.“m.bimndmw.urp'. MNormalization was
within ench nrray wsing ihe Lowess method [5]and then, s filiering siep
was perfonmed to sebeil only peves willl mean valus exoteding a
threshold of 2-fold, at beast in one tioe

A lime course analysis using the ma&ghu program [G] wis sarted
ol to sebect genss i which at least 4 points could be fitled into & poly-
nominl regregion mods| of degree 2 with a p< 005 and a high ragres-
sion coefficient (A =0 8), This progrmm anabzes “eross-sactional™
lime course expeniments, m which ime senies of data are valugs fiom
differens time points that have not been obtained from the same indi-
viduals. Cluster analysds of aalscted genes was done wing PAMSAM
algonihms [ 5] in arder bo find potentially ao-regulaial gene. The Gene
Ouiolegy (GO) database was used (o find annotations of gene function
(hilpe/fwww peneoniology org/) and an enrichment analysis dotor-
mined whether o particular GO was stalighicilly over o under-repre-
sented (Bioconductor GOsioty package) [5).

2.3, Quaneirasive real-time polymerase chain reaction

amalymis

Chunnfitative reverse tmnseriphion real-time PCR (qRT-PCR) wns
carried oat for the quanfitation of selected genes and endogenous con-
irol {ribesomal 188) using 300 ng of tolal RNA fom SMA sampls
from PYL and sham rats, and From SMA and hepatic artery samples
fram cirrhotis and coninol rsts. Tagman gone expression assays in o
custem designed microfusdic card (ormst contuming 50 genes and
endogenous control in triplicates (Applied Biosystems, Foster City,
CA, LIS A) were used to validibe misroarray datn. The amount of tar
pet geng, normalized to riboscmal 188 (AG3) and relative 10 a calibra-
tor, wos defined os Relotive Cuantitation (RO), Studsnt's ¢ test
comparisns (SigmiStat 3.0) were perdformed to eompare mdividual
AL values lrom SMUA samples from cimrbotic aml control mis, consid-
ering significance at p < 0,05,

2.4, Immunofristocheminry

Tmmunchistochemnical detection of tyrosing hydroxylnse (Thi and
notepinephiniee | NE) was carnied oul on paraliin-embedded and [rocen
OCT sechioms of SMUA tisme, respectively. Nonspeatic antibady binding.
was prevenbed by incubntion with 1:20 dilubion of goat serum. Sections
were Uwen incubated wilh primary antibodies againsd Th {dilted
1:250) amid ME (dibated 1:5000) [Abcam, Cambridge, UTK) at 4 *C, over-
nighi. Bound snlibadies wera msubated with EnVISION- HR Pant-rahb-
bt [ Dak o, Glestrup, Denmark) and visualized with the VIP substrate kil
(Vestar, Burlingame, CA, USA) that produces o purple precipitats. For
the negitive contral, PR3 waa wsed inatend of the primary antibody

Chsamiitative analysis of stained areas for both antibodies in PYL
and sham SMA samphes was carried out with AnalyS18 3.1 program
on M images capmred with an optical miceeasope Olympus BXS1
{CHympus, Hambirg, Cerminy ),

2.5 Western blot amalysis

ShIA mnd jejunum mmpls from 1d-day PYL (p = 3) and tham
{n=3) ruls, and cirrhotie (v = 3} and contral (= 3) rats were ana-
Iyzed by Western bloi. Tissue samples were homogenized in 250 pl
RIPA buffer and 15 pl of a proteass imhibitor cockiail (Sigma Aldrich,
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5t Louks, MO, USA) Protein quantification in the supernatanis was
perfocmed by BCA ussay (Plevoe, Rocklond, [L; USA), Equul amounts
of proten extracts (6 15 pg, depending on the analyzed prodem) were
sepamated on a4 12% 508 PAGE, blotied anto polyvinylidens diffua-
ke membranes (Invitrogen, Carkshed, CA, TT3A) amad incubeated with
antibodies againsi tyrosine hydroxylase | Th), dopamine [Fhydroxylase
(Dhbh) (Abeam, Cambridge, UK and synaploscme-associated protein
of 25 KDa (Snap-25) (Chemvicon, Temeculn, CA, [7SA). Bands were
quantified by the Quantity One software {Bio-Rad Laboratonies, Her-
cules, CA, URA),

2.6, Srudy design

The design of the present study consisted off the following steps: (1)
misroarray analysis in FVL rats was aimed a0 finding groups of regu-
lated gemes in SMA during the proosss of development of porial hyper-
lensicm; (2 oiwe o group of differentilly expressed penes was
identidisd, they were confirmed by qRT-PCE of mRNA m the same
samples of PVL omd sham mats wied for the microsrmy analvaisg
because (he maki hinbing wos o down-regulalad group of genes in
la-day PYL s (fully established hemodynamic areulatory syn-
drome), SMA snmpls from cinhotic and sontral mts were also amn-
Iyzed by gRT-PCR; (3) gRT-PCR analysis of hepatic arlery samples
(rom einthots rais was used 1o show thal Lhe regulated genes wete spe-
cific of SMA: (4 immunohistochemistry of SMA samples was carried
oaul bo idently adrenergic components in ShA: and (57 Western hiod
analysis wis performed W show protein expression of three of the reg-
ulited pros both in SMA and in jejunum samples from bolh amimal
models: FVL and cirthotic mis

3. Results
2.1, Microarray gene expression anofvsils

Data pre-processing and filtering identified 1.05% dif-
ferentially expressed genes, that is, genes over or under-
represented 2-fold (logs ratio = 1], at least in one time
point of the PVL model. In the subsequent step, o tolal
of 418 genes showing significant profile differences dur-
ing the time course experiment were selected by the
maSigPro program.

Selected genes were clusterad in onder 1o find groups
with similar regulatory palicmns, The heat map of the
gene  expression clusters of the 418 differentially
expressed genes is shown in Fig. 1A, PAMSAM algo-
rithms grouped the genes inlo 2 main clusters: one up-
regulated cluster and  ome  down-regulated  cluster
throughowt the time course, distributed in 6 sub-clusters
according to their behavior (Fig. 1B].

To check iF groups of genet in o cluster were lunclion-
ally related, an enrichment analysis with the Gene
Ontology was performed by investigating whether the
(G0 categories in each chaster were over or under-repre-
senled compared 1o the calegories represented in the
army. Ennched categories with p values <0,01 m the
up-regulated clusters were cell cycle, cell division, cell
proliferation, cell growth and tissue regeneration (data
not shown). Interestingly, all enrched categones with
=001 in the down-regulated clusters were related to
neurotransmission and newron differentiation (Table
1. Fig. 2 shows the gene expression profile of the 67
genes from the down-regulated clusters in which GO

annotations were related to nervous system functions
and expression values at the end of the PVL maodel {14
days) excesded a value of log, mtio = -2,

3.2 Chuntirative real-time PCR

Fifty of the 67 down-regulated genes with associated
nervous system functions were validated by gRT-PCR.
Total RNA from the SMA PVL and sham samples used
in the microarrays was compared, using the control sam-
ples ascalibrators to obtain s RO value for each gene. The
resulting RO} values confirmed microarray results in all
the cases (Fig. 3). In addition, we verified the results in
SMA and hepatic artery samples fram 6 circhotic and 4
control rals, gRT-PCR results for the 50 down-regulated
genes comparing SMA samples from cirrhotic and con-
trol rats are shown in Table 2. All genes were under-
expressad in the circhotic SMA, 42 of them showing sig-
nificant dilferences with control SMA (p < 0.05). Approx-
imately, 50% of these genes were mvolved in adrenergic
transmission, even specifically in some cases (Table 2).
Hepatic artery samples (rom citchotic and control rats
presemted very low or null expression of the selected pemes.

3.3 Nercony tizsue idemiification and
immmnohiistochemistey in SMA seetions

Immunostaining of SMA sections from both PVL
and sham rats showed the presence of nervous fibers
running along the outer part of the arterial wall. Positive
slaining with both Th and WE (Fig. 4) demonstrates the
adrenergic nature of this innervation, The guantitation
of total mmunostaming mtensity i all nervous struc-
tures observed, revealed a more than 30% reduction in
both Th and NE in PVL in comparison with sham sam-

ples (Fig. 4).
34 Th, DEh and Snap-25 Wearern blor analysis

To venly the observed down-regulation al the profein
level, three protein products of our down-regulated
genes [Tahle 23, Th, Dbh and Snap-25, were quantified
in SMA and jejunum samples (rom 14-day PVL and
sham rats, and cirrhotic and conlrol rats. While Th is
the rate limiting engyme of the norepinephrine synthesis,
Dbh is the more specific enzyme for adrenergic neurons
and Snap-25 is essentinl for releasing neurotrmnsmitlers
from ncurons. As shown m Fig. 5, band miensity of
the three proteins is lower in SMA samples from PVL
and cirrhotic rats with respect to sham and control rats.
Th decrense was 63% and 71%, Dbh decrease was 55%
and 6%, and Snap-25 decrease was S04 and 554 n
PVL and cirrhotic rats, respectively. Jejunum samples
from PVL and cirrhotic rats compared to sham and con-
trel rats also showed a decrease (greater than 50%) in
Dbh and Snap-25 (data not shown).
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Fig. 1. Chastering analysis of ilve 418 genes wilh signilicanl profile dilfermees. (A) Heal map representation of gene expression profiles. Each Live aoros
e mep represcnis 3 single pene with gp-regulation indicatel o Doresdng red sud down-regulation ndicated in Deressing yellow. Each colmm represents
an individoal array across the time course (fram 1 h te 14 days). (B) Expression prafiles for the genes in the corresponding 6 sub-clusters: 1, 2, 3 and 4
were named “up-regulated chnfers™ because despile moderate differences in thels expeession profiles, their general trend was a continsous mverese in gene
expression during flve time. They contxined &1, 38, 15 and 30 penes, respectively, representing 37% of the 418 genes. In contrust, clusters 5 and & were
named *down-regulnied clusters” because they showed a profile charicterized by over-expression st | b, followed by = dirop in expression during time and
Enally, an imporian] nder-expression a1 14 days. Chusters 5 and 6 comtained 204 and 60 genes, respectively, representing 63% of 1he 418 genes.

4, Discussion

The most important finding of the current study is the
demonstration that a group of genes implicated in neu-
ronal functions, paricularly in nenrotransmission, s
significantly co-regulated in SMA during the process

of development of the hemodyvnamic alleralions of
partal hypertension in the PVL model, Three impoartant
aspecis of this genetic regulation are remarkable: The
first is that an important percentage of these genes
(40°%) are implicated in monoamine and monoamine
receptor synthesis, transport and exocytosis/release, that

Tahke 1

Gene antabapy eatepories sipnificantly associatad (p < 0.00) 16 down-regalated gene elusters compared to the whale array genes

GO ID GO term Down-ragudnted genes Ay ganes B Value
Greme antalogy: bialagieal process

GOAD00T 268 Synapte tmnsmission 13 143 il
GOCD00T 358 Mearogenesia 12 431 AL
GO0 19226 Transmision of nerve impulse 13 150 <]
COROGET Memrotransmiticr tansport 5 42 0,001
GO0 5055 Regubniad secrelory pathway 5 g o.0o1
GO0030152 Newron differentizton 5 50 0.002
GOS0 Intermedinte filument cytoskeleton 2 4 o.oo2
GOD0AR S Synaptic vesicle iransport e 34 0.003
GO0 Fecrelivn 10 &4 0,003
GOD00TE] 1 Leaming and/or meanory 4 35 0.003
GO0 S08TT Neurophysiolegical process 16 453 0.006
GOD0A5M5 Secrelory pathway 8 136 0,006
GODDGEET Exoecyloms 5 69 n.oo?
GiOa0as10d Intermediale filameni-based process 1 B 0.0o8
GOAO00] 505 Regulation of néurcirosmlier bevels § 1= 0.00s
GO0 269 Neurolransiniller sscretion 4 a8 0,00

GO LD identification number of o gene ootobogy bermy regubsted geuss: dilferentially expressed gemes asociated (o a glven GO lenn; anmay gene:

genes nssocmiad o that GO ferm pessent m the whole amay,
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Fig. I. MNervous system penes. Gene expression profile of 67 genes from the dovwn-regulal el chisters (37 Irom chester 5 sl 30 from chster 6) related 1o
bindogical processes assedated (o pervous systemn metbms and expression vahies al e ed of he PYL owdel (14 daxs) excesding a vahe of bop,
raths = — 1 Thelr expresion profiles falowad the same pattern, bul gene from chster 6 exhibiied more extrense valoes for bath up-regubition at 1 b posi-
Egatbon and down-regulation a1 14 days (mean logg eatio = 332 and ~4.65, respectively)

is adrenergic or sympathetic neurotransmission. Second,
the pattern of regulation of this group of genes 15 highly
homogeneous: up-regulation at 1 h after ligation, return
to baseline from & to 24 h post-ligation, and marked
down-regulation at 14 days post-ligation. Finally, the
findings in PVL rats were confirmed in rats with portal
hyperiension due to CCle-induced cirthosis, demon-
stratimg that the same group of genes involved m adren-
ergic neuratransmission is markedly down-regmlated in
cirrhosis,

The observation that many of the regulated genes are
implicated m monoamine (norcpinephrime) synthesis,
transport and exocvtosis/release suggests that the sym-
pathelic nervous system is altered in these animals with
portal hypertension, This 15 supported by the inding of
sympathetic nerves running along the outer part of the
arterial wall, as demonstrated by immunohistochemistry
wilh tyrosine hydroxylase in the SMA samples oblained.
Our daty also indicate that compared to control (sham}
rats, tyrosine hydroxylase expression is greatly reduced
in these SMA nerves in portal hypertensive animals,
indicating a possible dysfunction of the sympathetic ner-
vous system.

An important question refers to the pathophysiclog-
ical role of the abserved gene regulation in the hemady-
namic disturbances of portal hypertension, Several facts

suggest that the detected down-regulation of adrenergic
transmission-related genes may contribute to the hemo-
dynamic alterations of portal hypertension, rather than
being a consequence of splanchnic vasodilation, Assum-
ing that gene up or down-regulation translates into acti-
vationfinhibition of adrenergic neurottansmission in the
mesenteric bed, il 8 possible that the initial up-regula-
tian 1 h after partial portal vein ligation, may be respon-
sible for the mesenteric vasoconstriction ahserved early
{ 10-24 h) after PVL in the ra1 [7-9]. This “reflex” mesen-
tere vasoconstociion has been mmplicated in the mitial
activation of endothelial NO synthase in the PVL model
[9] Proteins synthesized in the neuronal soma are car-
ried by axonal tmnsport systems and take hours (o reach
the synaplic arcas [10), explaining the delay between
mRNA activation and vascular effects. After this initial
up-regulation, mRMAs expressions tend to return to
haseline al 6 h, with little oscillations until day 5 post-
ligation, Two weeks after ligation, when hemodynamic
changes are fully established, the same group of mRNAs
is profoundly down-regulated. mRINA levels of tyrosine
hydroxylase, dopa decarboxylase and dopamine [i-
hyvdroxvlase, imiting steps for the synthesis of dopamine
and norepinephrine, are more than 50 times lower in 14«
day PVL and cirthotic rats compared to controls, This
marked mENA down-regulation s accompanied by

Nervous system 50 genes by RT-gFCR

1h -1 24

id 5d 14d

time course

Fig. 3. Validstion by quantitutive RT-PCR. Geoe expression profile of 50 downregubstod gemes rebated fo nervous system fuscljons obixined by B1-
qPCR In SMA PV and sham ssmples confirming micrearray resulis (RO = relative quantitsthon).
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Tahke 2

Clussificution of S0 selected genes in functional groups

Gene name Symhbol Function Cirrhotie vs contral
Log: RGQ P Value
Cholinergic receptor, nbaotinic, alpha polypeptide 3 Chron Misotink receplor 138 0,08
Dopunine receptor 277 Dvd2 Dopramine reoepton =439 0.02
Purimergic recepior PIX F2rxl ATP mecepior -3z 0.045
Rel prodo-oncogene Ret Heulshock prolein peceplor 1.09 e
Tyresing hydroxylass™ Th Dopaming/moradrenaline symihesis —4.05 o013
Dopn decnrbomylnas e Dopamingnoradrennine smithess =602 <00
Dopamine hata hydroxylass™ Dhh Doapaming/moradrenaline synihesis —5490 0.026
Prepronociceplin® Poos Transport of dopamine -7 s
Meurotransmtier transpotisr, n:mmalm MMet Transport of noradrenaline =154 0,021
Vesicular monoamine iransporier Wimal2 Transport of moncamines —2155 0.047
Newsotransnktier; sodium wansparter MILT3 Mewual aminoacd tansporer =286 0,023
Sodium-depemdent dicarboxilate iransporter Mand 3 Trangpor of di- and tricarboxylates —035 ns
Symapain [T Smnl Transport/releass/e ocytoas ~3906 (iR}
Synaptophysin® " Syp Traneport/relense/exocytosis 353 0,007
RABRIB, member RAS oncogens family Rab3h Transport/relense/ex ocy bosis 315 0.011
Cal+-dependenl secretion activalor’ Cadps Helease/enoeytosis (SMARE) —237 0.049
Complexin 1 Cplxl Release/exocytodis (SNARE) —2168 0.031
Growth nssocinted profein 417 Gap4d Relense/exocytosis -1M 0,014
Meurexin 1 rami Releass/enocytodis —2196 .03
Regulator of G-protain signaling 7 Rgs? Release/exocytosis —2.60 n.016
Synaptosomalassocinied protzin 25 Snap2s Releasefenocytiosis (SNARE) =422 0,007
IWI0 inferncior Zwinit Releasa/exocytoals (SNARE) -1.M 0046
Clromogranin B Chgh Meuropeplide precursors =407 0,008
Secretory granule neuroendostine protein 17 Smel MNauropeplide precursors -172 o.o1
YGF nerve growth fscbor inducibda Vel Vesichs trafficking =241 i
[ymein, cytoplasmis, intemedinge chaim 1 Dmcial Viesicle trafficking —3.62 n.o13
Brain acyl-CoA hydrolnse Baoch Visicls trafficking 1.28 ni
Amiloride-sensitive cation channel 1, newronal” Azcnl Ion channel ~192 0040
Potassium channsl, subfanuly K, member 2 Kenk2 lon channel =175 <0001
Potassium large condut calcium-activated channel Kenmbs Ion chamnz| =133 s
Sodium channel, voltage-gated. type 111, bela’ Sendb lon channzl —18% 0,012
FXYD domain-containing ion transpart regulator & Fxydt Ion chamnel contral =166 0,001
Microbubule-nasocinted proten imu Minpd Meurom cylaskebelon 116 =001
Misrotubule-wssocinted protein 2 Minp Meuron cyloskebdon —-1.1Z2 ns
Meurofilument 3, madium Mefd Meauron cytoskeleton 305 0,034
MNeursfilnoment, light polypeptide i | MWemrom cyloskekelon i | 0.0z
Meurctrophic tyrosing kinase, receplor, type 1 Mirkl euron cyloskekdon -1 0.0z3
Penipheria 1 Prphl Meumin cyloskebdon =17 0.021
Stathmin-like 2 Stmn Cytoskeletal regulation —264 0,028
Aldalass C, fructose-biphosphate Aldoe Meaurogenesis —15 <iu0al
Serine {or cysieine) poptidase inhibiter Sarpinil Meaurite extanmiom ] nois
Matrix metnllopeptidase 24 Mmp24 Wenmgenesis 180 0.024
Oilfsctomadin 1 Oilfm1 Mo rogenesis —1.94 e
Plasticity related gens 1 Prel Azom growth/regenerative sprouting -7 na
Cammia- gllamy ltran ilsrase-hike 1 Gigtl3 Glutathions biosvinthesis =172 0,009
Metallothionsin 3 M3 Grewih inhibitory factor —206 0.022
Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 Uchll Hydrolizes ubiguitin =267 0,029
Meuroglobin Mgh O iransportsr =14 o.0ls
MIC2-hike 1 hic2ll Respiratory (transmernbeans) —1.35 0012
Sulfotransferase family 44, member | Sultsal Menrotransmitier metsbalism =31 0.025

The asociated logsRO 10 each gene indicates the mean relative quantiation of i1 expression by gRT-PCR in the cirrhotic ral v the coniral. RO
caleulations ware the resull of comparing the averags AC, from cirrhotic samples with the average AC, from controls (acting as calibratorsh. The p

walue indicatss 1he significance of the comparison betwesn the mdividual AC, valuss from 6 drrhotic rats and 4 control rats

ns: snatistically non-significant.

Thand Dbk wera ot present in the aemy; they werz addad 1o the qRT-PCR analysis
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Fig. 4. Immmnvoldsiolopgheal staining of TH sd NE In SMA sections rom sham snd PYL samples. Areas [roan pervous lssue used lor nmmuno-
quanlilication are indicated by arrowhbeads in T and by crchs in NE A markeil dilleraice in thse areas between sl and PYL sections & shown o
both products, Note thal tesue surrounding the sriecial wall (AW) in NE staining bas s strocture alfered aftor being froren. Ovigingd magmification 20 .

Ez§§+

Dth s e Il cox0e
factn e e 42KDa

" .. e

f-actn e - W9 RO

Snap25 e W .8 e 27 KD
f-actin e - ——-— 42 KDa

Fig. 5. Western biot analysis. Reproventatie Westorn Blai of proteim
Th, Dbh and Soap2? n SVA samples Teom 14-duy PVL and sham rais,
mied from cirrhotic uod control mis, fActio was ool us un endigenoes
loading control and rat adrenal medolly as u posktive controd (+). Band
lntemsithes are hower I SMA samples from PYL s clretrotle rats with
respect o sl aod contrel s for ol three profuins

lower levels of various prolein products implicated in
cathecholaming synthesiz and nenrotransmission, both
in 8MA and jejunum samples from rats with portal
hypertension caused by PVL and cimrhosis induction.
Therehy, it is plavsible that such an inhibition of admen-
ergic neurolransmission in the SMA could contribute 1o
mesenteric vasodilation characteristically observed in
the PVT. model, and in circhatic rats.

There is evidence that sympathelic nervous overactiv-
ity plays an important role in the cardiovascular,
homeostatic and metabolic dysfunction present in
advanced liver disease [11. Stimulation of the sympa-
thetic nervous system, presumahbly an adaptive response
to arterial vasodilation, has been suggested by the find-
ing of increased plasma levels of norepinephrine and
adrenaline [11,12] and inereased sympathetic nerve
traffic, especially in muscles [13,14]. This may seem in
conflict with our finding of an inhibition of adrenergic
transmission at a mesenteric level. However, sympa-
thetic hyperactivily has been shown to pressnt a regional
distribution; it is present in muscles and the upper limb,
btit absent in skin and the lower limb [14,15] The inhi-
bition of mesenteric adrenergic transmission could rep-
resent a loeal consequence 1o porlal hypertension that
will contribute to ageravale splanchnic vasodilation,
which is responsible for a generalized sympathetic
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overactivity, especially in muscles and kidnevs, In this
regard, the observations that alpha-adrenergic agonists,
such as norepinephrine and midodrime, are effective for
the treatment of hepatorenal symndrome [16,17], the ult-
mate consequence of arterial vasodilation in cirrhosis,
suggpests that, at least in some territories, the adrenergic
activity rather than overactivated. might be suppressed.
Finally, the recent abservation that neuropeptide Y, a
sympathetic ncurolmansmitier that facilitates norepd-
nephrine-evoked vasoconstriction, restores adrenergic
SMA hyporeactivity in PVL mts 18] wonld also point
1o a deficient local adrenergic tone in portal hyperiension,

Splanchnie circulatory abnormalilies in portal hyper-
tension are multifactoral. NO undoubtedly plays a piv-
otal role in the development of splanchnic arterial
vasodilation [2]. However, little attention has been paid
10 one of the major players in the regulation of vascular
resistance; the autonomic efferent nerves, In fact, vascu-
lar tone is mainly regulated reciprocally by sympathetic
vasoconstrictor and nitrergic (parasympathetic) vasodi-
latory nerves [19,20°. Up-regulation of n(euronal)-NOS
has been recently demonstrated in mesenteric arteries
of PVL rats [21,22]. This nNOS activation seems to
mediate an increased necural WNO-mediated vasodilata-
tiom and might be an additional pathway for mesenteric
smoeoth muscle relaxation in portal hypertension. The
current findings suggest that, in addition, the mesenteric
sympathetic vasoconstrictor tone might be mhibited. It
is possible that both events in combination may contrib-
ule substantially to the splanchnic vasodilation of portal
hypertension.

In summary, we have delected thal a group of genes
implicated in neurctransmission, especially in adrenergic
transmission, s significantly regulated in mesenteric
arteries of PYL and cirrhotic rats. The considerable
down-regulation of these genes in cirrhotic rats and 2
weeks after ligation in PVL rats could partially contrib-
ute to chronic splanchnic vasodilation. In conclusion,
we speculate that adrenergic transmission inhibition
might be an important contributory facter to splanchnic
vasodilation and its associated hemodynamic alierations
in portal hypertension.
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41 HIPOTESI | OBJECTIUS

Hipotesi:
La infra-expressié dels RNA missatgers i proteines relacionades amb la neurotransmissio
adrenérgica observada en l'artéria mesentérica de rates amb hipertensié portal s'acompanya

d'un canvi estructural dels feixos nerviosos simpatics que innerven la mateixa arteria.

Objectius:
1. Localitzar en l'arteria mesenterica superior, I'origen dels RNA missatgers relacionats amb la
transmissié adrenergica i infra-expressats en rates amb hipertensié portal.

2. Determinar si la inhibicié de la transmissié adrenérgica observada en rates amb hipertensié
portal s'acompanya de canvis estructurals dels feixos axonals simpatics que innerven l'arteria
mesentérica superior d'aquests animals.

3.Comprovar que la inhibicié de la transmissidé simpatica localitzada al tronc principal de
I'artéria mesentérica, també existeix en les artéries mesenterigues de resisténcia en rates amb

hipertensié portal.

4. Corroborar la regressié simpatica determinada en un altre model d'hipertensié portal
intra-hepatic, com el model de cirrosi biliar secundaria per lligadura del colédoc.

5.Confirmar que l'atrofia dels nervis post-ganglionars simpatics associada a la hipertensié portal

representa un fenomen localitzat a la vasculatura mesenteérica.

4.2 RESUM

El sindrome circulatori hiperdinamic de la hipertensié portal en pacients amb cirrosi hepatica
contribueix de forma decisiva a moltes de les manifestacions cliniques de la malaltia. Aquesta
alteracié vascular es desencadena a causa d'una vasodilatacié arteriolar sistemica, especialment,
en la circulacié mesentérica. Un excés en la produccié d'oxid nitric es creu que és el principal
mecanisme responsable d'aquesta vasodilatacié arteriolar. Per altre banda, s'ha proposat que el
sistema simpatic podria participar en aquest procés. La hipertensié portal provoca una inhibicid
de la produccié de RNA missatgers i proteines implicades en la neurotransmissid, fonamentalment
adrenergica, en l'arteria mesenteérica superior (SMA) de rates amb lligadura de la vena porta (PVL)
i rates amb cirrosi per tetraclorur de carboni (89). Aquesta inhibicié del sistema adrenergic podria
contribuir a la vasodilatacié esplancnica associada a la hipertensié portal.

4. ESTUDI 2

En base als resultats obtinguts en el primer treball ens vam proposar els segients objectius: 1)
localitzar I'origen dels RNAm dels gens relacionats amb la neurotransmissié adrenérgica en mostres
d'arteria mesentérica superior, 2) determinar si la infra-expressio de la transmissié adrenergica no
només juga un paper funcional sind que també s'acompanya de canvis estructurals dels nervis
simpatics peri-SMA, i finalment 3) comprovar si també existeix inhibicié de la transmissié simpatica
en mostres d'artéria mesenteérica de resistencia de rates amb hipertensié portal.

Per tal de determinar la localitzacié dels RNA missatgers dels gens relacionats amb la transmissio
adrenergica es van realitzar dues aproximacions diferents. Per una banda, es va dividir la SMA de
rates control (n=3) en dos parts iguals, seccid proximal i distal a I'origen aodrtic, i es va realitzar RT
PCR a temps real dels gens responsables de la sintesi de noradrenalina, tirosina hidroxilasa (Th) i
dopamina B-hidroxilasa (Dbh), en les dues seccions. La quantificacid relativa de I'expressié dels gens
dela Thila Dbh, va determinar la presencia de transcrits d'aquests gens en ambdues seccions. Tot i
aixi, la quantitat de RNAm dels dos enzims en la zona proximal era molt superior que en la distal (més
de 500 vegades). Per altre banda, es va realitzar una hibridacid in situ d'una sonda complementaria
a I'RNA missatger del gen de la Th marcada amb digoxigenina, en les mateixes seccions de SMA aix{
com en el gangli simpatic mesentéric. Aquesta técnica, ens va permetre localitzar dels transcrits
de Th tant en els somes neuronals que composen el gangli mesentéric com en I'interior dels feixos
nerviosos peri-SMA de la seccié proximal. Per contra, no es va detectar tincid positiva per Th en
la seccié distal de la SMA. En concordanca amb la infra-expressié adrenérgica descrita, no es va
detectar I'RNA missatger de la Th en mostres proximals de SMA de rates PVL.

Per tal d'acomplir el segon objectiu i determinar possibles canvis estructurals en les fibres
simpatiques peri-SMA, es van comparar les imatges obtingudes de la imunohistoquimica de Th
en seccions proximals de SMA de rates amb hipertensié portal per lligadura de la vena porta
(PVL, n=7) i per lligadura del conducte biliar (BDL, n=6) amb les respectives control (n=7, n=7).
L'analisi morfologic de les fibres simpatiques de la SMA, va revelar que existia una disminucié
significativa tant del nombre total de les estructures nervioses (69%, PVL; 62% BDL), de I'area
nerviosa total (70%, PVL; 52% BDL), aixi com de I'area nerviosa tenyida per Th (89%, PVL; 64%
BDL) en rates amb hipertensié portal comparades amb les control. A més, es va detectar una
correlacié positiva entre la resisténcia mesenteérica i tots els parametres morfoldgics que descriuen

els nervis post-gaglionars simpatics.
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Taula 1. Analisi dels parametres morfologics de les estructures nervioses peri-SMA

Sham (n=7) PUL fn=T) p | Shamp=n  BOL (=g
mﬁ“&“"‘ 13 (6.5) 415 001 85 3(35)
nervousSUUCe MO o us1E2) ZO(SISET) 0B | M@MSS (1289

(10" pm )
Th staining area
s 1R QI7-2) 15 3-108) R | B 0

PVL: model de lligadura calibrada de la vena porta; BDL, Iligadura del conducte biliar; Th, tirosina
hidroxilasa. Test estadistic: Mann Witney

Per tal d'avaluar la transmissié simpatica en les artéries mesenteriques de resisténcia, es van
guantificar, per Western Blot, 3 proteines adrenergiques rellevants en aquestes arteries en rates
amb hipertensié portal i control. Es van determinar els nivells de Th i Dbh, aixi com de Snap 25, una
proteina clau per l'alliberament sinaptic de la noradrenalina. L'analisi de la intensitat de les bandes
del imunoblot, va revelar una inhibicid significativa de totes les proteines en les mostres d'arteries
mesenteériques de resisténcia de rates amb hipertensié portal en el model PVL aixi com en BDL: Th
(45%, PVL; 42% BDL), Dbh (57%, PVL; 48% BDL) i Snap25 (35%, PVL; 55% BDL).

Finalment, per tal de demostrar que la regressié simpatica representa un efecte local de la
vasculatura mesentérica (tronc principal i ramificacions) de rates amb hipertensié portal, es va
avaluar el sistema simpatic de I'artéria renal en rates amb hipertensié portal. Amb aquesta finalitat,
es va realitzar una quantificacioé del nivell de proteines adrenérgiques aixi com un analisi morfol0gic
dels nervis simpatics que recobreixen I'artéria renal de rates PVL (n=5) i sham (n=5). No es van
trobar diferencies significatives en I'expressié de Th, Dbh o Snap 25 en mostres d‘artéria renal
esquerra de rates PVL i sham. En la mateixa linia, I'estudi morfologic dels nervis simpatics de
I'arteria renal dreta dels mateixos animals, tampoc va revelar diferencies significatives per cap dels
parametres analitzats.

Aquestes dades suggereixen per una banda, que les proteines implicades en la transmissio
adrenérgica es sintetitzen en el gangli mesentéric simpatic, aixi com en la zona proximal dels
paguets nerviosos de la SMA. Per altre banda, la hipertensid portal provoca una atrofia o regressio
de la innervacié simpatica en la vasculatura arterial mesentérica que podria contribuir en la
vasodilatacié esplancnica associada a aquesta fisiopatologia. Finalment, aquesta atrofia simpatica
representa un efecte mesenteric local de la hipertensié portal.
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Abstract

Backgrovrd and aims: Pertal hyperiension is asseciated with dewnregulation
of mBEMA and proteins involved in adrenergic transmission in the superior
mesenteric artery (SMA) in portal vein-ligated (FVL} and cirrhotic razs. We
aimed to investigate whether SMA adrenergic dysfunction was acoompanied
by sympathetic nerve structural changes and whether it was extensive 1o
resistance mesenteric arteries. We also attempted to localize the origin of
mRMNA of specific adrenergic genes. Methods and resulrs: In sire hybridization
showed tyrosine hydroscylase (Th) mRNA expression in neuronal bodies of
superior mesenteric ganglia and inside axonal fibres surrounding prosimal
SMA sections. Comparison of SMA by Th immunchistochemistry, both in
PVL and bile duct-ligated (BDL) raws, demonstrated a significant decrease in
the number of nervous structures (§5% PVL; 62% BDL), total nervous area
(70% PVL; 52% BDL) and Th-stained nervous areéa (8%% PVL; 64% BDL)
compared with sham rats. A strong correlation was detected berween the Th-
stained nervous area and the hae ic parameters, mainly with SMA
resistance (r=0.9, P < 0,001 for FVL and r=075 P=0018 for BDL).
Western blot analysis of Th, dopamine PB-hydrosylase and sypaptosome-
associated protein of 25kDa indicated a significant inhibition in protein
exprizsion (35-58%) in mesenteric resitance arteries from both portal
hypertension models compared with sham. By contrast, nerveus structurs
analysie and protein expression in repal arteries showed no differences
between sham and PVL rats. Corclusion: Portal hypertension is associated
with sympathetic nerve atrophy/regression in the mesenteric arterial vaseu-
Lature that could contribute to the splanchnic vasodilation associated with
portal hypertension.

Cirrhosis is characterized by portal hypertension that
leads to systemic complications bearing a high morbidity
and mortality. The hyperdynamic circulatery syndrome
associated with decreased systemic and splanchnic vas-
cular resistance, arterial hypotension and increased car-
diac output is a common haemodynamic feature in
patients with advanced cirrhosis and animal meodels of
portal hyperension (1, 25 The initlating mechanism of
these circulatory abnormalities is an arterial vasodilation,
which is particularly prominent in the splanchnic circu-
lazion (3, 4}

Downregulation of a large number of genes related 1o
neurctransmission, particularly to adrenergic neurotrans-
mizsion, have been recently demonstrated in superior

Liver Interraional 2009}
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mesenteric artery (SMA) samples from portal vein-ligated
(P¥L)} raw and carbon tetrachloride-induced cirthotic
rats (5} mBMNA dewnregulation was accompanied by
reduced levels of proteins related vo adrenergic transmis-
sion in SMA, including enzymes implicated in norepi-
nephrine  gynthesis, suggesting  that  inhibition  of
mesenteric sympathetic transmission could represent an
important contributory factor 16 splanchnic vasodilation
in portal hypertension. This may seem in conflict with the
pensralized idea of sympathetic nervous overactivity
playing an impertant rele in the cardiovascular, homeo-
static and metabolic dysfunction present in advanced liver
diseass (6). However, sympmathetic hyperactivity has been
shewn to present a regional distribution (7, 8) and the
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inhibition of mesenteric adrenergic transmission could
represent a locil consequence (o portal hyperfension.

The presemt study was designed to: (i) locate the
mBENA of the specific adrenergic genes found to be
downregulated in SMA samples from FPVL rats (i) find
out whether the adrenengic dysfunction was not only
functional, butl could be acoompanied by structural
changes {Le. nerve atrophy or regression) in the sympa-
thetic nerves surrounding the SMA; (i) demonstrate
that the same alterations observed in the main SMA were
also occurring in the small mesenterc resistance arterics
{MBA), which, in fact, are the main contributors to
splanchnic arterial 1one control.

Material and methods

Experimental models of portal hypertension

Prehepatic portal hypertension was induced by partial
PVL a5 described previously (2). Briefly, animals were
anaesthetized with inhaled isofluorane and the portal
wiein was freed from the surrcunding Gssue after a mid-
line abdominal incision, A ligature (silk gul 3.0} was
placed around a 20 G blunt-tipped needle lying along the
partal vein. Subsequent remaval of the needle vielded a
calibrated stenosis of the portal vein,

Intrahepatic portal hypertension caused by secondary
biliary cirrhesis was induced by cormmon bile duct Bgation
{BOL) as described in Colombato or al. {9). Briefly, animals
were anaesthetized with inhaled isoflworne amnd the oom-
mon bile duct was occluded by double Hgature with a 5-0
sill thread, The bile duct was then resected between the two
ligatures. In sham-operated rats, the portal wvein and
comman bile duct were isolated, but not lgated.

Haemodynamic siudies and sample extraction were
performed 14 and 28 dmys after portal ligation and
common BN respectively. Studies were performed in
male Sprague-Dawlky rats {Charles River, Barcelona,
Spain) weighing 250-300g. The experiments were ap-
proved by the Animal Care Committee of our hozpital
and were conducted in the animal facilitics of the Institu
de Recerca Hospital Vall d'Hebron,

Sample extraction

Superior musenteric artery samples harvested from the
aortic origin to the initiation of ramifications (main
trunk) were immediately kept in 4% formalin for
approximately 20h and changed 1o a 50% ethanol
solution before paraffin trestment. Superior mesenteric
ganglia (SMG) were dissected free of surrounding tissue,
removed and placed in formalin, MBRA samples were
isolated, as described previousy by Briones ef al. (10),
Briefly, the animal was first decapitated, the mesenteric
arcade was removed and placed in a phvsiological sah
solution {Na(l 11.2moM. KCl 4.7 mM, CaCl, 2.5 mM,
KH,PO, 1.1 mM, Mgs0, 1.2 mM, NaHCO, 25 mM and
glucose 11.1 mM), maintaining the temperature at 4°C.
Third-, fourth- and fifth-order mesenteric branches
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{MRA) were dissected free of fat and connective tissue,
placed in liguid nitrogen and kepl at = 80°C until
processad. Renal artery samples were extracted from the
wortic origin to the initiation of mmifctions. Both the
left and the right renal arteries were used and kept,
respectively, at = B0 °C or placed in 4% formalin.

Heemodynamic measurements

Before hasmodynamic measurements, animals were
anaesthetized with ketamine bydrochloride (100 mg/kg
of body weight intraperitoneally) plus midasolam (5 mgf
kg). One polyethylene PE-catheter [PESO) was intro-
duced into the femaoral artery and another into the
ileacolic vein and both were connected to highly sensitive
pressure imansducers {Harvard  Apparatus, Holliston,
MA, USA) for continuous measurement of mean arterial
pressure (MAP, mmHg) and portal pressure (PE
mmHg}. Also, through a midline abdominal incision,
the SMA was isolated from connective tissue and a
perivascular ultrasonic transit-time  flowprobe (1 mm
diameter, Transonic Systeins Ine., Ithaca, NY, USA) was
placed around the artery 1o continuonsly measure the
superior mesenteric artery blood fow (SMABE, mlf
min100g). Superior mesenteric artery resistance
(SMAR, mmHg/mlminlg) was olculited as
[MAP = PP)/SMADBF) (11). Rectal temperature was
maintained at 37 °C throughout this study.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

Superior mesenteric artery samples (main trunk) were
divided into two equal sections: proximal and distal 1o
the aortic origin, Total RMA was extracted from the two
sections wsing the RNeasy fibrous tissue kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA), and quantitative reverse transcrip-
tase real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was
performed wsing Togman pene expression assays for
tyrosine hydroooylase (Th) and dopamine f-hydroxdase
(Dbh) genes (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
in an ABI Prism 7700 Sequence Detection System {Ap-
plied Biosysterns). The amount of targel gene was
normalized to rbosomal 185,

In sita hybridization of tyrosine hydroxylase mRNA
Probe construction

Extraction of total RNA was carried out from rat adrenal
ghnd using the RNeasy fibrous tissue kit (Qiagen).
Reverse transcription was performed with a Th-specific
primer containing T7 RMA polymerase promoter (re-
verse THT71480; 5 -TAATACGACTCACTATAGGGTGT
GCAGCTCATC-3") and MuktiScribe reverse transcrip-
tase (Applied Biosystems), The subsequent cDNA was
amplified by PCR using Th-specific primers (forward
Thi255 5 -CAGACACAGCAGCTCTGCAGCC-3" and
the sarme reverse ThT71480) obtaining a 226bp frag-
ment. Copy RNA (cRNA) was directly symthesized from
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the PCR fragment by in virro transcription and simalta-
neously labelled with digocygenin (D1G)-UTF using the
DIG RMA labelling kit {Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Labelling efficiency was monitored by a spot
test with a DIG-labelled RNA control.

I ity hytridization

Hybridization was corried out on paraffin-embedided
sections of SMA {proximal and distal portions) and
SMG, Sections were incobated overndght at 55 °C with
500 ng of a single-strand DIG-labelled RNA probe spe-
cific for Th mENA. Nonspecific antibody binding was
preventad by incubation with 50% formamide in 55C
1 % solution. After stringency washes, the sections were
subjected to immunological detection using antidigos-
igenin antibody conjugated with alkaline phosphatase
{Roche Diagnostics). Colorimetric detection was per-
formed by an NBT/BCIF reaction overnight al 4°C,
Finally, a nudear counterstaining was performed with
either fast red or methyl green solution {Sigma-Aldrch,
§t. Lonis, MO, USA). For the negative control an over-
night incubation in the absence of a cRNA-labelled probe
was carried out in parallel.

Immunchistochemistry

Immunohistochemical detection of Th was carried out
on paraffin-embedded sections of SMA (main trunk)
and renal artery tissues. All transversal SMA and renal
artery sections were performed at the same level, prox-
imaal to the aortic origin. Nonspecific antibody binding
wis prevented by incubation with a 1:20 dilution of goat
serum, Sections were then incubated with primary andi-
body against Th (diluted 1:250) (Abcam, Cambridge,
UK) at 4°C, overnight. Bound antibody was incubated
with EnVISION-HRP anti-rabbit (Dako, Glostrup, Den-
mark} and visualized with the VIP subsirate kit {Vector,
Burlingame, CA, USA) that produces a purple precipi-
tale. For the negative control, phosphate-buffered saline
was used instead of the primary antibody. Images were
captured at = 200 magnification with an optical micro-
scope Olympuos BX61 (Olympus, Hamborg, Germanyl,
and quantitative analysis was carried out with the aid of
aratysts 3.1 program. Briefly, RGB colour imoges were
converted successively into greyscale and then to binary
images, where the highest intensity corresponded 1o Th-
stained purple areas in the original. Then, a signal
intensity threshold was determined fo calculate the
percentage of staining inside the regions of inferest
corresponding to the nervous structures, The number of
axonal fibres and area occupied by nervous struciures
were also measured by the program.

Western blot analysis

Profein expressions in MRA samples from 14-day-old
PVL (n=8) and sham (n=6) rats, 28-day-old BDL

Ly Bbarmiatonal (2008]
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{m=46) and sham (n=7) rats and in renal artery samples
from 14-day-old PVL (n= 5} and sham (=5} rals were
analysed by Western blot. Tissue samples were homo-
genized in 250l RIPA buffer and 154 of a proteass
inhibitor cocktail {Sigma-Aldrich). Protein quantifica-
tion in the supernatants was performed by the BCA assay
{Fierce, Rockford, 11, UTSA}, Equal amounts of protein
extracts (6-15 pg, depending on the analysed protein)

ere separated on a 4-12% sodium dodecyl sulphate-
polvacrylamide gel electrophoresis, blotted onto polyvi-
mylidene difluoride membranes (Invitrogen, Carlshad,
CA, USA) and incubated with antibodies against Th
(Abcam), Dbh {Santa Cruz Biotechnology, Santa Crus,
CA, USA) and synaptosome-associated protein of 25 kDa
{ Snap-25) (Chemicon, Temecula, CA, USA). Bands were
quantified by the guastry ose software (Bio-Rad La-
boratories, Hercules, CA, TUSA).

Statistical amalysis

Rormally distributed vahies were compared nsing Student’s
r-test and expressed as mean + SEM. Nenparametric data
were compared wsing the Mann—Whitney test and ex-
pressed as median and range, Speirman’s cornelation fesd
was used to analyse corpelations between haemodynamic
parameters and morphological nervous data (soua star
3.00). Statistical significance was established at P < 0.05.

Results

mRBMA origin of specific sympathetic genes

The relative quantification of Th and Dbh mBMNA was
performed by gRT-FCR in two equal sections of the main
trunk of the SMA, the proximal and distal te the aortic
origin, from the same control SMA (n=3). The resulting
eyele threshold (C) values shown in Figure 1 revealed
that both Th and Dbh mENA were present in procimal
and distal sections. However, the amount of mBNA was
much higher {over 500-fold on average) in the proxdimal
compared with the distal sections. Th mRNA in sire
hybridization was used 1o identify the specific location of
mBEMNAs implicated in sympathetic downregulation {Fig.
2), A strong hybridization signal was detected in neuron
cells of SMG from sham and PYL rats, specifically within
the otoplasmatic portion af the neuronal soma, In
sham-operated rats, Th mENA-positive staining was also
observed inside axonal bres surrounding the proximal
SMA section, but no traces of hybridization were found
in the distal part. On the contrary, SMA samples
obtained from PVL rats showed very little or no detec-
tion of Th mENA both in prosdmal and in distal sections.

Sympathetic atrophy in superior mesenteric artery

Immunohistochemical detection of Thwas carried out in
SMA sections [main trunk) from rats with prehepatic
portal bypertension {PVL, n=7; sham, n=7) and
with secondary biliary cirrhosis {BDL, nm=g& sham,
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Fig, 1. Quartitative revens rarscriptase rasl tme pobmes s
chain reaction performed in two sections of the supenior mesentenc
artery (34} The graph of the increment of the fluorescence
reporter sonal (ARM) vi oyde rumber during polymerase chain
reaction shows the amplification of tyrasne hydrakylase (Th) and
dopamine [-hydroglase (Dbh) mRnA (p=3). Cyde threshold values,
surrounded by dreles, are smaller for the prodmal compared with
the distal sections of ShiA samples, indicating a much higher
presence of Th and Dibh in the proximal sections, near the aortic
crigin

n=7) (Fig. 3% Table 1 summarizes the haemodynamic
data and the analysis of nervous structures around ShA.
Haemodynamic measures indicated thar the hyperdy-
namic syndrome associated with portal hypertension was
well established in both models, showing a significant
decrease in the MAP and SMAR, along with a significant
increase in PP and SMABFE, in portal hypertensive
animals compared with their respective sham. The iden-
tification of the axenal fbres surrounding the arteral
wall indicated that the number of individual nervous
structures was significantly lower in FVL rats compared
with that in sham (69% reduction; P=0.01) (Table 1B),
suggisting a decrease in post-ganglionic innervation,
Quantitative analysis of the nervous structure area of
each preparation confirmed a significant decrease in the
total nervous fibre area in PVL rats (70% reduction;
P=0.03). In addition, quamification of Th staining
within nervous structures surrounding SMA samples
revealed a significant reduction in the Th-stained area in
PVL rats cornpared with sham (89% reduction; P=0.02).
Sympathetic post-ganglionic inpervation was also re-
duced in BDL rats, showing a substantial decrease in the
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nErvous structures (629 decrsase; P=0.002), in the
nervous structure arsa (52% decrease; P= 0,05} and in
the Th staining area (64% decrease; P=0.01} (Table 1B}
In addition, as shown in Table 2, strong correlations were
found betwesn nervous area data and haemodyramic
parameters, for the two different experimental models of
portal b ion. The most intense correlation was
detected n the Th-stained area and SMAR in both

Sympathetic protein analysis in small superior mesenteric
artery branches

Western blot analysis in MRA samples from partial FVL
[PVL, n =8; sham, n=6) and secondary biliary circhosis
(BDL, #=6; sham, n="7} rats wers carried cut for twe
proweins implicated in norepinephrine synthesis: Th and
Dieh, and one essential protein for releasing neurotrans-
mitters from synapses, Snap 25, As shoven in Figure 4, the
band intensity of all proteins was lower in resistance
artery samples from PVL with respect to sham rats. The
protein inhibition in PVL rats expressed as a percentage
of decrease relative to sham ghowed reductions of 45%
for Th, 57% for Dbh and 35% for Snap 25. Consistent
with these data, these protein reductions were also
reproduced in the BDL medd, showing a marked
decrease of Th (4296), Dbh (48%) and Snap 25 [55%)
with respect to sham rats (Fig. 4},

Renal artery analysis

Monsignificant differences were found in the protein
expression of Th, Dbh and Snap 25 in the left remal
arteries from PVL (n=5) and sham (n= 5} rats (Fig. 5).
Mervous structure analysis in the right renal arteries from
the same rats did not show significant differences in any
of the morphelogical parameters analysed [ Table 3).

Discussion

In the present study, we have shown that in -
hypertensive (prehepatic and cirthotic) animals, there is
a remarkable ssion of the sympathetic innervation
inthtuﬂ:uleﬁulubed of the SMA. This fnding
eatends previcus results demonstrating a significant
dewnregulation, both at the transeriptional and at the
translational level, of many proteins implicated in adre-
nergie peurctransmission in PVL and cirrhotic rats (5).
In addition to this, we have also dearly proved thar
mENA transeripts of these sympathetic proteins are
located in the axonal fibres surrounding the main trunk
of the SMA, explaining why we were able to easily detect
these mENA e:qicrﬁsiombrmiumnw and PCR analysis
in the prior wor

The cell body of neurons has classically been consid-
ered the exclusive site of protein synthesis, with transpert
of newly synthesized proteins from there to distant
cellular locations {axons, synapses). Because evident cell
bedies were not found in cur SMA samples containing
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Fig. 2. Ja st bybridization af tyrating hydromylase (Th) mRNA, Positive Th mRAA staisrg i obiirued in the eytaplaum Jts portson af feunam
of the superior mesenteric gangla from sham rats. The same resuits were obtained from portal veindigated (PVL) rats {data not shown), &
strong hybridization signal is present inside axonal fibres lindicated by red arowheads in the = 200 meagnification) surfounding prommal
srctions of the superior mesenteric artery (ShA) from sham rats. No races.of hybrgization are visualized either in the drtal Shs sections from
sharm rats or i the prosimal and distal (not shown) sections of Shid from PYL rats. AW, arterial wall,

numerous mBMNA expressions related te neurotransmis-
siom, we used Th mBEMNA ik situ hybridization to locate
them. The RT-PCR data indicated that mBNA transeripts
were mainly situated in the proximal part of the vessel.

Lhwer i rrasional R0
£ 2009 Jobn Wley & Sond ard

In accordance with this finding, an abundant Th hybri-
dization signal was detected in the cytoplasm of the SMG
sympathetic peurons (Fig 2), but also in the proximal
part of the main trunk of the SMA (sham rats),
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Table 1. Analysis of heamadhnamic measures® end ners fiieest surounding Superior rabtefic 216 SAmp s

Shamn="5) ML [ =5) £ Shamipn=T S0L {n==6} s
)
B fmrm=igl B.44 4026 1519408 < 0.0 0.56 4+ .58 1574175 <000
RAP (mmBHg) 12344839 10244383 .05 126.4 £ 343 100,1.L4 = 00
SMIABF Cr Wi 100 gl 3.394+0.20 5331022 =G.00 359+ 0061 &84+ 059 Lo
SMAR immHgimi min 10093 34564382 1541 £0.55 o2 33471268 18.76£ 039 ooz
Sham (n=7) FVL {n= T} P Shamin=7) BOL (n=6) [
]
Rarvas stractures {units) 13 {5=33] 4(2-15) o0 2{5-200 3(3-5) 000z
Pervous structure asea { 107 um’) 941 (466=1621) 280751567 .03 71 {3=158; 34 {12-8%) oS
Th staining area [ 167 pm 132 (2B=2979) 15(3=108] .02 28{13=52) 16 (3=19} i
(&) Hasmpdrmamic rmeacu e and (B) nervous struoture pamameters of YL, 300 and sham rans values are seposssnd as riean £ SER for (A) and median
(range} for (3,
*t-test,
elann-Wmney test,

BOL, bile duct ligated; MAH mean amteral presune; £, nurmoes of rats; PP portal pressure; PVL portal vein bgated: SMARS, supenor mesentens artery
blood flow; SMAR, supenor mesemeric artery resistanoe; Th, tyrosine hyd rosylse.

Table 2. Corelaticrs (Spearman's testh between haemodynamic pasametess and morphologic nervous structure data in sugenor mesenteric

artenas

servous siruclures {unifs] Mevous Struciine ares (am) Th stameng aroa {am®)
) PR moos!
B# fmm=g) r=—038 F=026 r= —0.64; P=0.31 r=— 0.58; P=0.07
MAP (mmHg =045 =017 QB P <00 r=Q67; P=003
SMABF (mimin 100 g} r=—0.61; F=0105 r=—0.5 P=0.14 r=—0.0% P=0.02
SMAR immHgim| min 10893 =079 f <001 r=0.7% F < 001 r=08 P <0001
(B BDL mofa!
A (mm-gh r= -0 P=0DuN r=—0.43; F=0.13 r=—0.63; P=0.02
MAF (mmiHg) r=0.09 =00 =053 F=007 r=0.56, F=0.05
SMIABE (m Vmin 100 g0 r= — 0,59 P=007 r= — 06 P=0.04 re — 072 P=QL02
SMAR (mmdgimimin 10098 r=059; P=0.02 r=0.66 F=0.03 r=075; P=0.01

(8] PVL (s m S and $ham rats (0 = 5) ard () BDL [n = 6] and sham (ne 7) rats,
A0, bils duct ligneed; MAZ, mean artesal pressum; PR poral presume; PYL, poral veln ligmed; SMARE superios medemtesic armery blood flow: SMAR,
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Fig. 3. Immurahistochemical staining of tyrosine hydromlase (Th in the superior mesentiric arteny (SMG) (main trunk). Magnification at x40
shows the complete arterial wall (transversal sections, proximal to the acriic onging surrounded by different rumbers of nervous struchures.
Detal at x 200 magnification demonstrates Th saining inude aoonal fibres Note that renvous struciures and Th staming are sgrificant by
eireraanied in ShAS from portal vesn ligated (PYL) (0= 7)or bile duet ligated (n = 8) compared with thee respective sham (p= 747 rats

:g:iﬁaﬂjr inside the packages of axconal fibres ranning
ng the outer part of the artery. Therefore, mRANAx
synthesized in the neuromal nucleus are being trans-
ported o the axons, where they may be translated into
proteins implicated in sympathetic peurctransmission.
Becent evidences have challenged the doctrinal view that
mBNA translation only takes place in neuronal bodies,
demonstrating that dendrites harbour local mEMNA trans-
lation (12} and that axonal protein synthesis in essential

for axonal development, growth and eration [13]).
Our findings mﬁr indicare that ﬂmr?:"mce of the
translational machinery in mature axons of the sympa-
thetic system might be more frequent than previously
thought.
The most interesting and siriking finding of the
nt study is the marked re ion of the sym ic
ma.mund the Mlnundﬂnﬁrhmmnm
from two different experimental models of portal

Liver Inoerruicnad [200)
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SLparior mBssrEnC AMery resistance; Th, tyroune hyeroeylase.

hypertension, PYL and biliary cirfhosis, observed by Th
immunostaining. Compared with sham animals, portal-
hypertensive animals showed significanily lower number
of nervous fibres, mean total nervous areas and Th-
stained areas. This sympathetic inmervation atrophy
confers an organic substrate 1o the genetic and protein

ation of adrenergic neurotransmission ob-
served previowsly (5). The strong correlations delected
between hasmodynamic parameters, especially SMAR,
and the morphological nervous data, mainly the Th-
stained nervous area, suggest that this sympathetic
regression might at least collaborate in the maintenance
of the splanchnic vasodilation, The present data, in
addition to the results of the prior time-course experi-
meenits (adrenergic downregulation ecourring beyond day
5 after PYL) (5), suggest that sympathetic atrophy is not
a triggering phenomenon of splanchnic vasodilation and
does not participate in the initial phases, but rather it
represents a late phenomenon in the development of

Livar nbornaisonal (2004
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portal hypertension, Additiom] data af the present study
also point to a generalized adrenergic dysfunction in the
mesenlenic vasculiture. SMAs of PVL rats showed ab-
sence of Th mBNA by i sine hybridization, indicating
lower levels of this transcript. Also, Western blot analysis
of three different proteins directly implicated in the
adrenergic system, n samples of MRA from PVL and
BOL rals, again confirmed inhibition of the adrenergic
protein production. As is already known, resistance
arteries are greatly responsible for the total resistance of
any arterial bed and these arteries are markedly altered in
portal hypertension (14, 15).

Qur resulls raise an apparent contradiction with the
current knowledge of 2 sympathetic nervous overactivity
in cirrhosis and portal hypertension (6), The results of
the analysis of renal arteries, showing no significant
differences in protein expression or in any of the sympa-
thetic nervous parameters analysed (number of nerveus
fibres, sympathetic nervous area or Th staining area)
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Fig. 4. \Western blot analysls in mesenteric resistance arteries.
Represantative Western blot of tyrosine hydroxylase (Thy), dopamine
[rhydremylase Dbk} and ynaptosome-sssodated pratein (Snap 25)
inmesertenc resistance arteries from prehepatic paralhyperensive
[iportal veindigated (FVL), n=8; sham, n=6] and secondary biliary
drrhatic rats [bile duct ligated (BOL). 7==5: sham, n =7]. [4) Protein
expressons showed an important inhibition in arteries from both
rhadels compared with iham, P-acti was uied a1 an erdagencus
loadirg control and rat adrenal medulla & a positive control (+]. (8)
The bar diagram shaws the protein expression dacreass in both PYL
anc BOL rat, expresied as percentages of decrease relative 1o sham
rats {sham protein expression is given a value of 100%). *P < 0.05;
TP = 0.0

between PVL and sham rats, suggest that sympathetic
regression s a specific phenomenon of the mesenteric
region, representing alocal consequence to portal hyper-
tension that could contribute to aggravate splanchnic
vasodilation. Simultaneously, the sympathetic fibres lo-
cated in other territories (renal arteries), unaffected by
nervous atrophy, could contribute to establich the known
sympathetic hyperactivity of cirrhotic patients.
Evidences of sympathetic atrophy/regression in other
clinical situations or diseases are limited. Post-ganglionic
sympathetic dysfunction has been reponed previously, in
re autonomic failure, a rare degenerative disease that
mainly entails loss of post-ganglionic sympathetic neu-
rons and nerves (16), leading to a disorder in norepi-
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Fig. 5. Western blot analysls in renal arteries. Represantative
Western blot of tyrasine hydrodase (Th), dopsrmine f-hy deogl ase
([DHeh) and synaptosomi-atsociated proten (Snap 25 in minal
arteries from partal vein-ligated (FYL, n=15) andsham rats (n="5). (a)
Pratein expressions shawed no differences between PYL and sham
raits, Beacte was used as an endogenous kading contral and rat
adrenal medulla as a positive control (+). (B) Bar diagram showing
profen levels expressed e percentages of decrease relative to sham
rats (sham protein expression is given a value of 100%). Differences
ang nonsgnificant

nephrine neurotransmission and subsequent orthostatic
hypotension symptoms. There are other acquired dis-
eases in which sympathetic dysfunction and atrophy are
part of a more generalized neurodegenerative process;
among them, diabetes mellitus & the most commen
cause of autenomic dysfunction. In this case, loss of
sympathetic neurons and perves is mainly caused by a
mumﬂ:_mhﬁmc mp:ﬁui; (17). The mechanisms ret-l
sponsi or the sympathetic regression in rats wit

portal hypertension are unknown. Sympathetic neuron
survival and maintenance seems to be regulated by
neurotrophine, such as nerve growth factor and peuro-
trophin-3 (18, 19). There is evidence that both neuro-
trophing may act together to promote the survival of
sympathetic peurons. One ible explanation for the
sympathetic atrophy ohscn'gin:; pnn:"l?hypu-n:nshe rats
could be a local downregulation of these neurotrophins
secondary to the activation of preganglionic newronal
sigrals or vascular mediators triggered by portal
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Sham(n=95) PYLin=5 #

Nervous struciues funiks) 1.7101-3) 26 (2-4 c.29
Nervous structure amea (107 um?) 5.75 (0.87-15.01) €.83 (2.10-12.51) 073
Th staining area [16° um) 2,76 10, 656,59 5.7441.78-11.33) (el

Mann=wWhitnay tesi.
Vilues ane eapresed & median rangel.
n, numberof fat; B0 poctal ven ligated, Th, tyrosine hipdrylase.

hypertension. Indeed, review of the differential expres-
sion gene data from our prior study performed by
microarray analysis in SMA of PVL and sham rats (5),
nerve growth Gctor-inducible gene (VGF) and neurotro-
phin receptor (Nirkl-2, P7SNTR, NgfR) expressions
showed a marked inhibition in PVL compared with sham
rats, Becanse VOF gene expression is induced by nerve
growth factor amnd also regulated by neurotrophin-3 (200,
and nerve growth factor receptors play a crucial rele in
neurotrophin activation, inhibition of these genes sug-
gests a profound neurotrophin signalling dysregulation
in the sympathetic system of porial-hypertensive mats,
which could lead to an alteration of the axonal integrity.
Indeed, the above-mentioned microarray analysis also
revealed a marked downregulation (logy <— 2) of a lirge
proportion of genes involved in neuron differentiation,
neurogenesis and in axonal growth processes, in portal-
hypertensive rats compared with controls. Thereby, it is
plausible that this inhibition of neuron survival-ndated
getes could indicate that sympathetic nerve growth
miechanisms in portal-hypertensive rats are impained.

The neural pathway controlling the crdiovascular
system includes the primary afferent innervation {sen-
sory neurons), the brain stem medullary cardiovascular
nuclei and the effector arm composed of sympathetic and
parasympathetic efferent nerves (21, 22). Considering
this scheme, the signal responsble for the post-gang-
lionic sympathetic nerve regression probably eriginales
in preganglionic neutons or olher neurons with a synap-
tic connection to post-ganglionic neurons. The afferent
stimulus that originated from pressure increases in portal
or mesenteric vessels or microvasculature {23, 24) would
reach the central nuclel through the afferent nerves and
from there to the sympathetic ganglia. Tn this sense, it is
impertant to mention that several studies suggest that
pharmcological elimination of the primary afferent
nerves, by capsaicin administration, prevents the devel-
opment of haemodynamic alterations, as well as ascite
formation, in PVL and cirthotic rats {25-28),

In summary, this study demonstrates the ganglionic
and axenal orngin of mRNAs rebited 1o adrenergic
neurotransmission that are profoundly downregulated
in the SMA of portal-hypertensive rats. We have also
observed a structural atrophy of the sympathetic inner-
vation of the mesenteric arterial tree accompanying the
genetic and protein inhibition. Sympathetic regression is
probably responsible for the observed low levels of

Livar Il (2009]
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nerepinephrine in SMA samples and reduced vasocon-
strictive-adrenergic tone, In addition, nitrergic (para-
sympathetic) vasodilatory nerve  activity may  be
increased in portal hypertension, because upregulation
of n{euronal)-nilric oxide synthase (n-MOS) has been
reported in mesenteric arteries of portal-hypertensive
rats (18, 30). This nNOS activation and increased newral
MO-mediated vasodilatation might be an additional
pathway for mesenteric smooth muscle relaxation in
porial hypertension. The simultanecus inhibition and
activation of both vascular tone regulatory systems could
ke crucial to explin mesenteric vascular allerations in
portal hypertension, In conclusion, our data suggest that
portal hypertension is astociated with sympathetic nerve
atrophyfregresion in the mesenteric arterial vasculature
that could conmtribute to the splanchnic vasodilation
commenly found in portal hypertension.
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5.1 INTRODUCCIO

L-threo-3,4-dihidroxifenilserina (L-Dops, droxidopa) és un aminoacid sintétic que amb la presencia
de la L-aromatic aminoacid descarboxilasa (LAAAD), es converteix en el neurotransmissor simpatic
noradrenalina (NA). La sintesi de NA a partir de la levodopa es du a terme en dues reaccions
consecutives. La primera, consisteix en la descarboxilacié de la levodopa a dopamina per I'enzim
L-aromaticaminoacid descarboxilasa. Enla segona, considerada etapa limitant, té lloc la hidroxilacié
de la dopamina a la NA, i és requlada per la dopamina beta-hidroxilasa. Degut a que aquesta
reaccié produeix un efecte de coll d'ampolla, I'administracié de levodopa exdgena, no resulta en
un augment significatiu de noradrenalina. En canvi, la droxidopa, que també és un aminoacid
artificial, és capag¢ d'augmentar els nivells de noradrenalina amb una sola reaccié evitant I'etapa
limitant de la seva biosintesis. La threo-3,4-dihidroxifenilserina té quatre estereoisomers, tot i axi,
només la isoforma L produeix la conversié a la forma bioldgicament activa del neurotransmissor
L-Noradrenalina. A més, I'enantiomer D, pot inhibir de manera competitiva la descarboxilacié de
I'isomer L a L-noradrenalina. Es coneixen tres mecanismes diferents pels quals L-Dops pot exercir
el seu efecte. Per una banda, pot actuar com un neurotransmissor simpatic periféric, és a dir, pot
ser capturada per les neurones postganglionars simpatiques i transformar-se en NA, la qual sera
alliberada quan el sistema simpatic estigui activat. Per altre banda, també pot comportar-se com
una hormona circulant. Donat que I'enzim LAAAD es troba ampliament expressat en diferents
cel-lules del cos, com a l'estomac, al fetge o al ronyd, la droxidopa podria convertir-se en NA, en
gualsevol d'aquestes cél-lules i alliberar-se directament al torrent sanguini. Finalment, també es
podria considerar un estimulador central de I'activitat simpatica, com que té la caracteristica de
creuar la barrera hematoencefalica, al transformar-se a adrenalina, podria activar les neurones
simpatiques preganglionars de la medul-la espinal.

Existeixen estudis pilots que demostren que I'administracié per via oral de L-Dops augmenta
la pressié sanguinia ortostatica en pacients amb hipotensidé ortostatica producte de trastorns
autonomics com la insuficiéncia autonomica pura (PAF) o l'atrofia sistéemica mudltiple (MSA)
(90). Donat que la patologia de PAF suposa una pérdua de nervis post-ganglionars simpatics,
s'ha postulat que I'efecte pressor de L-Dops depén principalment de la produccié de NA en les
cel-lules no neuronals, a diferencia de MSA, on es creu que la conversié a NA té lloc a les terminals
simpatiques, ja que la malaltia no implica atrofia simpatica. Un treball realitzat per Kaufman i
col-laboradors (91), mostra que el increment maxim de la pressié arterial mitja es dona al cap de
3.5 hores després de I'administracié del farmac (a dosis dependents del grau d'alteracié simpatica,
de 200 a 2000 mq). Per altre banda, estudis en referencia a la farmacocinética de L-Dops, indiquen
gue al cap de 3 hores després de I'administracié oral del farmac, a una dosi de 400 mg, s'observa

un pic de L-Dops en plasma, amb una vida mitja d'entre 2 a 3 hores. Tanmateix, el pic del nivell
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plasmatic de NA apareix practicament simultani al pic que correspon als nivells de farmac en sang,
aquest fet s'explica per una rapida conversié de L-Dops a NA, aixi com per un rapid alliberament
del neurotransmissor al fluid extracel-lular.

El sindrome circulatori hiperdinamic de la hipertensié portal en pacients amb cirrosi hepatica
contribueix de forma decisiva a moltes de les manifestacions cliniques de la malaltia, com és el
cas de I'nemorragia digestiva per varius esofagiques, d'ascites o la insuficiencia renal. Aquest
sindrome s'associa a una disminucié de les resistencies vasculars sistémiques i esplancniques,
hipotensié arterial, expansié del volum plasmatic i un augment de I'index cardiac. Des d'un punt
de vista clinic, el tractament d'aquesta vasodilatacié esplancnica, ha estat una diana terapéutica
en els pacients amb cirrosis, dirigida a aconsequir un efecte de disminucié de la pressié portal i
una millora de les complicacions cliniques associades. El tractament cronic amb B bloguejants
adrenergics (propanolol, nadolol), que produeix vasoconstriccié esplancnica, s'utilitza des de fa
més de 20 anys per disminuir la pressié portal i el risc d’hemorragia per varius. Pel qué fa al
tractament agut de les hemorragies per varius, s'utilitzen tant la somatostatina com la terlipresina
per via endovenosa, que tot i per mecanismes diferents, produeixen vasoconstriccié esplancnica.
Finalment, en el sindrome hepatorenal, s'aconsegueix un augment en la funcié renal, mitjancant
infusié d'agonistes adrenérgics (noradrenalina o midrodina) que produeixen vasoconstriccié
mesentérica i una subseqient millora en la perfusioé renal. La hipotesi del present estudi es basa
en la possible aplicacié de la droxidopa en el tractament de la vasodilatacié esplancnica derivada
de la hipertensié portal. En el primer estudi de la present tesi, (Coll, et al; JHepatol 08) (89), es
mostra que existeix una infraexpressié dels gens relacionats amb el sistema adrenergic, aixi com
una inhibicioé de les proteines relacionades amb la biosintesi de NA, en les arteries mesenterigues
de rates amb hipertensié portal, factor que podria contribuir a la vasodilatacié esplancnica. Aixi
doncs, tal i com s'ha demostrat en pacients amb MSA, el qual implica una desrequlacié de la
transmissid adrenergica, la droxidopa (convertida en noradrenalina) podria revertir en part
aquest deficit adrenérgic localitzat en la vasculatura mesenteérica. Per altre banda, la droxidopa
és beneficiosa, augmentant la pressié arterial mitja, en malalts amb PAF, malaltia que implica
perdua de neurones simpatiques, ja que la conversié de L-Dops a NA pot efectuar-se en cel-lules no
neuronals (92). Aquest fet, evidencia, que la L-Dops podria suposar un bon tractament per corregir
la vasodilatacié arterial esplancnica tot i I'atrofia nerviosa simpatica descrita en la vasculatura
mesenterica de rates amb hipertensié portal (Coll, et al; Liver Int.) (93). Un darrer fonament de la
indicacié de la droxidopa en el tractament la vasodilatacié esplancnica derivada de la hipertensié
portal es basa en l'evidencia de la millora de I'alteracié hemodinamica i funcié renal del sindrome
hepatorenal, amb I'administracié endovenosa de noradrenalina a pacients cirrotics (94).

El producte de la sintesi organica simple de la droxidopa dona lloc a la mescla racemica de
D,L-Dops que inclou en proporcions del 50% cadascun dels enantiomers. La comercialitzacié de
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) . . i . Taula 2. Efecte de D,L-Dops en la pressi6 arterial mitja (MAP)
L-Dops pel tractament de la hipotensié ortostatica va comencar I'any 1989 a Japd, a carrec de

Sumitono Pharmaceuticals Co. Actualment, Chelsea Therapeutics International Ltd, esta portant

a terme l'estudi clinic fase Ill. Donat que la forma enantiomicament pura d'aquesta molécula time after ﬂ'llﬂ {min} MAP {mm Hg] P
(L-Dops) no esta comercialment disponible, creiem que la utilitzacidé de la mescla racémica pot 0 1062 £4,78
oferir resultats beneficiosos al tractament de la vasodilatacié arterial, o almenys pot resultar una 0,5 113,63 £5,05 <0,001
bona aproximacié i un aveng en el desenvolupament de L-Dops com a nova diana terapeutica per 1 114,32 + 4,80 <0,001
la hipertensié portal. 2 114,43 + 4,48 <0001
L'objectiu d'aquest estudi és avaluar I'efecte de I'administracié endovenosa de la mescla 3 116,45 + 4,77 <0,001
racémica D,L-threo-3,4-dihidroxifenilserina en els parametres hemodinamics de rates amb 5 11751+ 494 <),001
hipertensié portal pre-hepatica. 10 121,89 + 4,38 <,001
15 118,29 + 3,81 <0,001
20 115,83 + 3,52 <0,001
5.2 DISSENY EXPERIMENTAL 30 114,99 + 480 <0,001
Esva realitzar un model d'hipertensié portal pre-hepatica en rata mitjancant una lligadura calibrada Valors representats per MAPt s.e; n=9.

. . . . All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)
de la vena porta. Al cap de 14 dies, es va administrar als animals una dosi de 10mg/Kg de D,L-threo- P P

3,4-dihidroxifenilserina per via intravenosa i es va dur a terme un registre continu i simultani de la
pressié arterial mitja, la pressié portal aixi com del flux mesenteéric, durant 30 minuts.

5.3 RESULTATS

130
* Efecte de D,L-Dops en la pressié arterial
L'administracié endovenosa de D,L-Dops produeix un augment de la pressié arterial mitja (MAP) e
en rates amb hipotensié arterial derivada de la hipertensié portal exercida. L'efecte pressor de el *"‘
D,L-Dops comenca al cap de 30 segons després de I'administracié del farmac, amb un increment
significatiu de la MAP del 7.1% respecte el valor basal, just abans de I'administracié de la mescla 115 -
racemica. El pic maxim de la MAP, que representa un augment significatiu del 15%, apareix als
10 minuts. -3
e s : 1 w ™ = = =
Tirme {min)

Figura 4. Efecte de D,L- DOPS en la pressi6 arterial mitja (MAP)

Cada punt representa la mitja £ s.e. dels valors de 9 rates PVL tractades amb D,L-DOPS a una dosi
de 10mgkg-1. Significativament diferent del control (valor de MAP just abans de I'administracié de
la droga), *=p<0.001.
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e Efecte de D,L-Dops en la pressié portal

L'administracié endovenosa de D,L-Dops implica una disminucié significativa de la pressié portal
en rates PVL. Després de 20 minuts de I'administracié del farmac, es produeix una disminucio
significativa del 3.6% de la pressié portal comparada amb el valor basal. Als 30 minuts, aquesta

disminucid s'accentua i augmenta fins el 7%.

Taula 3. Efecte de D,L-Dops en la pressié portal (PP)

time after drug (min) PP (mm Hg) p
0 1530 + 0,74
05 15,57 £ 0,94 0326
1 15,64 £ 0,96 0,216
2 15,48 +£0.95 0,524
3 16,51+ 0,93 0,455
3] 15,65+ 1,02 0,207
10 15,65+ 094 0,201
15 15,11+ 094 0474
20 14,74 £ 091 0,043
30 14,22 + 0,83 <0,001
Valors representats per PPs.e; n=7.
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)
7.0
155
140 T T T T T
Time (min}

Figura 5. Efecte de D,L- DOPS en la pressié portal (PP)

Cada punt representa la mitja + s.e. dels valors de 7 rates PVL tractades amb D,L-DOPS a una dosi
de 10mgkg-1. Significativament diferent del control (valor de PP just abans de I'administracié de la
droga), *=p<0.05, **=p<0.001.

5. ESTUDI 3

e Efecte de D,L-Dops en el flux mesenteéric

L'administracié de D,L-Dops per via endovenosa no produeix una disminucié del flux mesentéric
en rates PVL. Al cap de 30 segons de I'administracié del farmac, com a conseqiiéncia de la
incorporacié de la dilucié de la mescla racemica al torrent sanguini, es produeix un augment

significatiu del flux mesenteric.

Taula 4. Efecte de D,L-Dops en el flux mesentéric (SMABF)

time after drug SMABF
(min) (mL/min100g) P

0 5,16 + 0,31
05 6,89 +0,35 0,009
1 6,75+0,34 0,033
6,58+0,3 0,125
3 6,62 +0,32 0,18
5 5,99 + 0,54 0522
10 6,38+ 0,3 0,423
15 6,14 +0,34 093
20 6,05+ 0,32 0,667
30 6,28 + 0,30 0,673

Valors representats per SMABFts.e; n=6
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)

T4

It

Th 4

I

i . . T . : . .
0 1 i 13 1 15 3 33

Time (min}
Figura 6. Efecte de D,L- DOPS en el flux mesentéric (SMABF)
Cada punt representa la mitja + s.e. dels valors de 6 rates PVL tractades amb D,L-DOPS a una dosi
de 10mgkg-1. Significativament diferent del control (valor de SMABF just abans de I'administracio
de la droga), *=p<0.05.
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* Efecte de D,L-Dops en la resisténcia mesentérica
D,L-Dops produeix un augment no significatiu del 14% en la resisténcia mesentérica de rates T4
amb hipertensié portal al cap de 5 minuts de la infusié endovenosa del farmac. 60 D I SC U SS I 0

Taula 5. Efecte de D,L-Dops en la resisténcia mesentérica (SMAR)

time after drug SMAR
(min) (mmHg/mLmin100g) P
0 17,12 +169
05 16,11 + 151 0,05
1 16,48 +143 0.18
2 16,95+ 148 0,57
3 17,18 £142 0,86
5 19,50 + 191 028
10 1862 +1,11 0,13
15 1846 + 0,99 0,30
20 17,80 £ 092 0,50
30 17,38 +127 0,85

Valors representats per SMABFs.e; n=6
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)

i
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Figura 7. Efecte de D,L- DOPS en la resisténcia mesenteérica (SMAR)
Cada punt representa la mitja £ s.e. dels valors de 6 rates PVL tractades amb D,L.-DOPS a una dosi
de 10mgkg-1. Significativament diferent del control (valor de SMAR just abans de I'administracié
de la droga), *=p<0.05.
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6.1 INHIBICIO SIMPATICA A LA HIPERTENSIO PORTAL

La cirrosi hepatica és una causa important de mortalitat i morbiditat tant en el nostre pais
com a nivell mundial. Una de les complicacions d'aquesta malaltia és la hipertensié portal
gue pot donar lloc a episodis greus d'hemorragia digestiva i desenvolupament d'ascites en
col-laboracié amb una retencié hidrosalina excessiva. El sindrome circulatori hiperdinamic de la
hipertensié portal en pacients amb cirrosis hepatica contribueix de manera decisiva en moltes
de les manifestacions cliniques de la malaltia. Aquest sindrome s'associa a una disminucié de
les resistencies, especialment esplancniques, hipotensid arterial, expansié del volum plasmatic i
elevat index cardiac. EI mecanisme inicial d'aquestes alteracions hemodinamiques sembla ser la
vasodilatacié arteriolar sistémica, especialment en la circulacié esplancnica. En la fisiopatologia
d'aquesta alteracié vascular, I'0xid nitric sembla tenir un paper fonamental. Tot i aixi, existeixen
nombroses Ilacunes en els mecanismes d'activacié de la produccié de NO i del possible paper
d'altres mediadors.

La tecnologia dels microxips de DNA va permetre analitzar de forma conjunta I'expressié d'un
gran nombre de gens potencialment implicats en el desenvolupament de la hipertensié portal en
I'artériamesentericaderata.Elresultat mésrellevant d'aquest primer estudi, és ladeterminacié d'un
conjunt de gens relacionats amb la neurotransmissidé que comparteix un perfil d'expressié similar
al llarg del desenvolupament de les alteracions hemodinamiques associades a la hipertensio portal.
Hi ha dos aspectes claus que s'extreuen d'aquesta requlacié geneética. Per una banda, d'aguest
conjunt de gens implicats en funcions neuronals, aproximadament un 40% esta directament
implicat en la neurotransmissié simpatica o adreneérgica, ja que les seves funcions bioldgiques
estan relacionades en la sintesi, transport, alliberament i recepcié de les catecolamines. Per altre
banda, el perfil d'expressidé que presenten aquests gens al llarg del model d'hipertensié portal és
molt homogeni. Aquest perfil d'expressié es caracteritza per una sobre-expressié inicial (1 hora
post-lligadura), sequit d'un retorn a la linia basal, on els gens no es troben requlats (de 6 a 24 hores)
i finalment, després d'una petita oscil-lacié (3 a 5 dies), es mostra una drastica infra-expressioé
als 14 dies post-lligadura. Aguesta inhibicié tant accentuada als 14 dies es reprodueix també en
el model de cirrosis hepatica experimental amb I'administracié de tetraclorur de carboni (CCl4),
demostrant aixi, que aquest mateix grup de gens implicat amb la neurotransmissié adrenérgica
reprimeix també la seva expressié en un context de cirrosi hepatica. Donat que la noradrenalina
és un neurotransmissor especific del sistema simpatic, la quantificacié de I'expressié dels enzims
implicats en la seva sintesi, tirosina hidroxilasa (Th) i dopamina B-hidroxilasa (Dbh), suposa una
clara indicacié de l'estat de la transmissid adrenergica en el context de la innervacié arterial
mesenterica. De fet, als 14 dies post- lligadura, les SMA de rates PVL i cirrotiques presenten nivells

de RNA missatger, dels gens clau per la biosintesi de noradrenalina (Th i Dbh), 50 vegades més
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petits que les rates sham. A més, aquesta infra-expressié tant marcada, s'acompanya de la inhibicié
a nivell de proteina de Th, Dbh, aixi com de Snap25, proteina responsable de I'alliberament de NA,
en mostres de SMA i jeju (organ diana), en rates amb hipertensié portal originada per una PVL
0 una cirrosi. El fet d'observar una disminucié tant de la produccié de RNA missatgers com de
proteines, implicades amb la regulacié de la neurotransmissié adrenérgica, suggereix un trastorn
del sistema simpatic en I'arteria mesentérica de rates amb hipertensié portal. Aquesta alteracio
de la neurotransmissié adrenérgica es podria localitzar a nivell pre-sinaptic, és a dir en els nervis
peri-vasculars autondmics de l'arteria mesenterica. De fet, el resultat de la immunodeteccié de
Th i noradrenalina, demostra I'origen simpatic dels nervis peri-vasculars presents en les SMA
obtingudes.

Una questié important en referéncia al rol fisiopatologic de la inhibicié de la regulacié
adrenérgica en rates amb hipertensié portal, és si contribueix a les alteracions hemodinamiques de
la hipertensié portal o bé, es tracta d'una conseqiiencia de la vasodilatacié esplancnica. Assumint
gue la hiper o hipo- regulacié geneética es tradueix a una activacié o inhibicié funcional, és possible
gue la sobre-expressié de gens adrenergics en la primera hora després de la lligadura coincideixi
amb una activacié de la transmissié adrenérgica donant lloc a una vasoconstriccié vascular de
I'arteria mesentérica. Aquesta vasoconstriccio reflex, descrita en les fases inicials del model PVL
(3,39, 95), podria estarimplicada en lI'increment de I'activitat de eNOS, secundaria unincrement de
la fosforilacié d'aquest enzim per Akt (proteina kinasa B). Per altre banda, un mecanisme originat a
causa d'una patologia, hauria de tenir una funcié compensatoria, aixi, un mecanisme compensatori
a la vasodilatacié esplancnica, correspondria a un augment en la produccié de catecolamines, en
lloc d'una disminucié de la sintesi d'aquest neurotransmissor. Aquests fets, suggereixen que la
inhibicié de la regulacié adrenérgica representa una conseqiiencia local de la hipertensié portal
gue podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatacié esplancnica.

Existeixen nombroses evidencies que demostren que la hiperactivitat del sistema nervids
simpatic té un paper important en el trastorn cardiovascular, homeostatic i metabolic present en
estadis avancats de la cirrosi (39, 96). Diversos estudis han demostrat la presencia d'alts nivells de
noradrenalinaiadrenalina en plasma de pacients cirrotics. De fet, la concentracié de noradrenalina
en plasma es considera un factor prondstic independent de la cirrosi hepatica (74). Aguesta
estimulacio del sistema nervids simpatic, s'entén com una resposta adaptativa a la vasodilatacié
arterial. Aquesta hiper-produccié de catecolamines sembla que entri en conflicte amb la inhibicié
adrenergica a nivell d'arteria mesentérica que hem observat en rates PVL i cirrotiques. Tot i aixi,
I'origen de la hiper-activitat del SNS en malalts cirrotics no és homogeni, ja que s'han determinat
organs i teixits en els quals no es detecten nivells elevats de noradrenalina. Un dels organs que
presenta una major concentracié de noradrenalina és el ronyd (75). El miscul també es considera

una regié d'alta produccié de noradrenalina, aixi, diferents estudis demostren un augment del
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trafic nervids simpatic en musculs de pacients cirrotics (76). Per altre banda, en les extremitats
superiors es localitza una sobre produccié de NA, fet que no passa en les extremitats inferiors
(75), i de la mateixa manera, el SNS es troba elevat en musculs perd no a la pell (76). Aquestes
evidencies, revelen gue existeixen diferencies regionals en la distribucié de I'activacié del sistema
nerviés simpatic en el context de la cirrosi. La inhibicié de la transmissié adrenergica observada
en el present estudi podria representar un fenomen local com a conseqiiéncia de la hipertensié
portal que contribuiria a agreujar la vasodilatacié simpatica, la qual seria la responsable de la
hiperactivitat generalitzada del sistema nervids simpatic, especialment en muscul i ronyd. A més
a més, I'administracié d'agonistes adrenérgics a, com la midodrina i la noradrenalina, milloren
la funcid renal del sindrome hepatorenal, el qual representa una conseqgliencia de la hipertensid
portal avancada. Aquesta evidencia, suggereix que en alguns territoris la transmissié adrenergica
no es troba accentuada siné reprimida.

Altres autors, han fet referencia al possible déficit local de la transmissié adrenergica en la
hipertensié portal. Aixi, Joh i col-laboradors (70), han demostrat que en rates PVL, el blogueig
adrenérgic a, no produeix canvis en el diametre arteriolar de la microcirculacié intestinal, mentre
gue el bloqueig de la vasopressina o l'angiotensina esta associat a una dilatacié de les arterioles
de la vasculatura intestinal. Aquest resultat, suggereix una pérdua del to vascular adrenergic en el
context de la hipertensid portal. De la mateixa manera, s'"ha demostrat que el NPY, que potencia la
vasoconstriccié adrenérgica via els receptors Y1, té un efecte més pronunciat en rates PVL que en
les control, on és capac de millorar la contractilitat vascular, revertint la hipo-resposta adrenergica
vascular esplancnica (72). Aquest resultat també apuntaria la deficient requlacié adrenergica en la
vasculatura mesenteérica en la hipertensié portal.

De la multitud de mediadors vasculars estudiats com a possible responsables de I'alteracié
hemodinamica de la hipertensié portal, I'0xid nitric és el més ferm candidat. Nombrosos estudis
han demostrat que la inhibicié del NO millora el sindrome circulatori hiperdinamic cronic tant en
les rates PVL, com en rates i pacients amb cirrosi hepatica. A part del NO, altres vasodilatadors,
humorals i paracrins, han estat subjecte d'estudi. EI paper gue juga cadascun d'aquests no esta
plenament definit. Tot i aixi, és possible que puguin tenir una importancia en I'inici de I'activacié
del NO, que col-laborin amb el NO a la vasodilatacié o que empitjorin la vasodilatacié en moments
puntuals o en fases més avancades de la hipertensié portal. Aquests mediadors, han adquirit
més rellevancia al demostrar-se que els ratolins deficients de eNOS desenvolupen el sindrome
circulatori hiperdinamic. Tot i I'esfor¢ per determinar nous mecanismes de la vasodilatacié
arterial, és cert que s'ha prestat molt poca atencié a un dels principals mediadors de la resisténcia
vascular: els nervis autonomics eferents. Principalment, el to vascular es troba regulat pels nervis
vasoconstrictors adrenergics aixi com els nervis vasodilatadors nitrérgics, els quals alliberen

neurotransmissors en resposta a la informacié electrica que reben des del sistema nervids
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central. S'"ha demostrat, que existeix una sobre-expressié de la NOS d'origen neuronal (nNOS) en
les arteries mesentériques de rates amb hipertensié portal (97, 98). Aquesta activacié de nNOS
implica un augment de NO, el qual indueix una relaxacié de les cél-lules del muscle llis de 'arteria
mesenterica. Aquesta via de vasodilatacié neuronal depenent de nNOs, té un paper important en
el sindrome circulatori hiperdinamic. Per tant, és possible, que la combinacié dels dos fendomens,
la inhibicié de la transmissié adrenergica i lI'activacié de la vasodilatacié nitrergica, contribueixi
substancialment al desenvolupament de la vasodilatacié esplancnica. De fet, existeixen estudis
gue indiquen la interaccié entre els neurotransmissors autondmics NA i NO en la regulacié del
to vascular. Per una banda, s'ha suggerit que el NO pre-sinaptic endogen inhibeix I'alliberament
neuronal de NA de les terminals nervioses adrenérgiques (77). Aquesta hipdtesi es basa en el fet
gue inhibidors selectius de nNOS (L-VNIO) augmenten la resposta vasoconstrictora en resposta
de I'estimulacié eléctrica dels nervis peri-vasculars de 'arteria mesenterica. Per altre banda, es
creu gue la noradrenalina redueix I'alliberament de NO de les terminals eferents nitrérgiques, via
I'activacié del adrenoreceptor pre-sinaptic a2 (99).

Enresum,enaquest primertreball,s’hadetectat ungrupdegensimplicatsenlaneurotransmissié,
especialment adrenérgica, que presenta una co-regulacié en les artéries mesenteriques de rates
PVL i cirrotiques. Aguesta infra-expressié adrenérgica, suggereix una alteracié del sistema
autondmic simpatic en les arteries mesentériques de rates amb hipertensié portal. Finalment,
la inhibicié de la transmissié simpatica podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatacié
esplancnica associada a la fisiopatologia de la hipertensid portal.

6.2 ATROFIA SIMPATICA A LA HIPERTENSIO PORTAL

Un dels objectius d'aquest segon treball es basa en la localitzacié cel-lular dels RNAm dels gens
relacionats amb la transmissié adrenergica detectats tant per la tecnica dels microxips de DNA
com per la PCR atemps real en les mostres de SMA. Tot i no tractar-se d'un objectiu que impliqui un
avenc directe en la fisiopatologia de la hipertensié portal considerem que la localitzacié d'aquests
transcrits resulta una aportacié beneficiosa per la interpretacié dels resultats. Classicament, el cos
neuronal de les cel-lules s'ha considerat la regié exclusiva de sintesi de proteines amb el posterior
transport d'aquestes noves proteines a través dels axons fins a la zona d'accié sinaptica. Donat que
en el primer treball no es van determinar cossos neuronals en les mostres d'artéria mesentérica,
la procedencia dels transcrits detectats va esdevenir un enigma. La quantificacié relativa de
I'expressid dels gens de la Thiila Dbh, en les seccions proximals i distals a I'origen aortic de la SMA,
revela que els transcrits d'aquests gens es localitzen principalment en la part proximal del vas.
En concordanca amb aquest resultat, la hibridacié in situ del RNA missatger del gen de la Th en
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mostres de SMA, demostra la preséncia d'aquests transcrits tant en les neurones que composen
el gangli mesenteric, com dins dels nervis perivasculars de la SMA. A més, la detecci6 de Th és
més evident en els talls proximals a I'origen aodrtic, on es localitza el gangli mesenteéric, que no pas
en les seccions distals, on la deteccié resulta practicament nul-la. Aquest resultat demostra que
els RNA missatgers implicats en la transmissié adrenergica es sintetitzen en els somes neuronals
del gangli mesenteric superior i una proporcié d'aquests, sén transportats a través dels axons,
on s'aniran traduint a proteina. Diverses evidencies, han posat en dubte la via candnica de la
traduccié dels RNAm Unicament als somes neuronals. De fet, el descobriment de poliribosomes en
les dendrites i la subseqlient identificacié de diferents especies de RNA missatgers en aquestes
projeccions neuronals indica que la sintesi de proteines es pot donar en els mateixos axons, inclis
a distancies remotes del cos neuronal (100). La traduccié local als axons ha estat essencialment
integrada amb aspectes relacionats amb la sintesi de proteines destinades al desenvolupament,
creixement i regeneracié neuronal (101). Aixi, la determinacié de components moleculars de la
magquinaria traduccional en els axons dels sistema simpatic, és un fet més freqiient del que fins
ara s'havia descrit.

El resultat més destacat d'aquest treball és la marcada regressié dels nervis peri-vasculars
simpatics en les SMA de rates amb hipertensié portal procedents de dos models experimentals
diferents, el model PVL i el model BDL. L'analisi morfoldgic de les fibres simpatiques de la SMA es
realitza en base als resultats de la imunohistoquimia de Th en aquestes artéries. Comparat amb
els animals control, les rates amb hipertensié portal presenten una disminucié significativa del
numero i de I'area total dels nervis simpatics, aixi com de I'area amb imunodeteccio positiva per Th.
Aquest retrocés del sistema nervids simpatic en les arteries mesentériques proporciona una base
racional que explicaria la inhibicié de la transmissié adrenérgica observada en les SMA de rates
amb hipertensié portal. D'aquesta manera, la infra-expressié geneética i proteica de la transmissio
adrenérgica localitzada en la SMA de rates amb hipertensio portal s'acompanya d'una regressié del
sistema autonomic simpatic en aquesta artéria. Per altre banda, s’han determinat correlacions entre
les dades morfologiques de les fibres simpatiques i els parametres hemodinamics dels animals.
Principalment, existeix una forta correlacié positiva entre la resistencia mesentérica i tots el
parametres morfoldgics de les estructures nervioses, tant en el model de PVL com en BDL. Aquesta
sincronia entre la hemodinamica i la morfologia dels nervis simpatics, suggereix que la regressié de
lainnervacié simpatica podria col-laborar en el desenvolupament de les alteracions hemodinamiques
associades a la hipertensié portal. Aixi, una inhibicié drastica del sistema nervids simpatic en les
SMA de les rates PVL, implicaria un descens pronunciat de la resisténcia mesenteérica. Tanmateix,
la disminucié consistent de proteines involucrades en la sintesi i alliberament de noradrenalina
en mostres d'arteries de resisténcia de rates amb hipertensié portal respecte les sham, apunta

gue el trastorn adrenérgic associat a la hipertensié portal s'establiria de forma generalitzada a
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la vasculatura mesenterica. De fet, diversos estudis indiquen que les artéries de resisténcia,
gue controlen la major part de la resistencia vascular al flux sanguini, es troben alterades en la
hipertensié portal (102). Per tant, resulta 10gic que la regressié simpatica localitzada en el tronc
principal de l'arteria mesenterica, s'extengui a les arteries mesentériques de resistencia, on es
produeix, en gran mesura, els canvis estructurals com a resposta de I'augment del flux sanguini.

Diversos estudis evidencien que la vasodilatacié arterial esplancnica associada a la hipertensio
portal és un fenomen d'origen miltifactorial. A part dels mecanismes descrits fins ara, com la
hiper-produccié de vasodilatadors (especialment I'0xid nitric) i I'alteracié de la resposta als
vasoconstrictors, I'atrofia simpatica podria representar un nou factor present en els estats avancats
de la hipertensié portal. Resulta evident, que I'atrofia mesentérica simpatica implicaria una reduccié
generalitzada del to de la vasculatura mesenterica, donant Iloc a un increment de I'activitat dels
factors vasodilatadors, tant d'origen humoral com nervids. En base als resultats obtinguts en I'estudi
d'expressio diferencial de rates PVL en diferents punts en el temps, la disminucié genética de la
transmissié adrenérgica es dona als 14 dies post-lligadura, quan el procés d'alteracié hemodinamica
ja és molt avancat. De fet, al cinqué dia post-lligadura, quan els animals ja presenten vasodilatacié
esplancnica i sindrome circulatori hiperdinamic, encara no s'observa infra-expressié dels gens
relacionats amb la transmissié adrenérgica. Aquests resultats indiquen que I'atrofia de la innervacié
simpatica no seria el desencadenant de la vasodilatacié arterial, ja que no participaria en les fases
inicials d'aquest trastorn vascular, pero en canvi, representaria un fenomen implicat en les fases
avancades del sindrome hiperdinamic associat a la hipertensié portal.

Arribat a aquest punt, podriem establir la segient hipotesi: La inhibicié de la transmissio
adreneérgica representa un fenomen localitzat a la vasculatura mesentérica com a conseqiencia
de la hipertensié portal i contribueix a empitjorar la vasodilatacié esplancnica. Per tal d'emmarcar
aquesta hipotesis en un context d'hiperactivitat simpatica generalitzada, s'han explorat altres
territoris no mesenterics. Els resultats de I'analisi dels nervis simpatics que innerven les arteries
renals, donen forca al concepte de la inhibicié local mesentérica. Per una banda, s'ha determinat
gue no existeixen diferencies entre els parametres morfoldgics dels nervis simpatics (numero de
nervis, area simpatica total i area tenyida per Th) entre les arteries renals de rates PVL i sham.
Per altre banda, tampoc apareixen diferencies significatives al quantificar el nivell de proteines
adreneérgiques en les arteries renals dels dos grups. Aixi, la hipertensié portal desencadenaria
una atrofia dels nervis simpatics de les arteries mesenteriques, inhibint l'alliberament de
neurotransmissors i potenciant la vasodilatacié d'aquests vasos. De manera simultania, les fibres
simpatiques d'altres territoris (arteria renal), que no estarien afectades per I'atrofia nerviosa
mencionada, contribuirien a augmentar l'activitat simpatica descrita en pacients cirrotics.

Les evidencies d'altres situacions cliniques que presenten atrofia simpatica sén limitades. Les
malalties derivades d'un trastorn del sistema autonOmic produeixen una hipotensié ortostatica
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com a conseqiiencia de la manca de vasoconstriccié secundaria a la deficient alliberacié de
noradrenalina de les terminals post-ganglionars simpatiques. Dins d'aquest grup de malalties, es
troba I'atrofia sistémica multiple aixi com la insuficiencia autondmica pura la qual no només implica
una alteracié en la transmissié adrenérgica siné també una pérdua de neurones post-ganglionars
simpatiques (103). També existeixen altres trastorns on l'alteracié del sistema autonomic forma
part d'un procés de neurodegeneracié generalitzat, entre aquestes, la diabetes mellitus és la causa
més freqlient de disfuncié autonomica (104). En aquest cas, la pérdua de neurones simpatiques es
desencadena basicament com a conseqgiiéncia d'un trastorn metabolic i isquémic.

Els mecanismes responsables de la regressié simpatica en rates amb hipertensié portal sén
encara desconeguts. Les neurotrofines sén una familia de factors de creixement que promouen
la supervivencia de les neurones tant en el sistema nervids central com en el periferic (105, 106).
Segons la teoria neurotrofica, les neurones han de competir per aquests factors secretats pel
teixit diana, de tal manera que les neurones que aconsegueixin la concentracié adequada viuran,
mentre que les que no ho aconsegueixin entraran en el procés de mort cel-lular programada. Les
neurotrofines inclouen, per ordre de descobriment, el factor neurotrofic de creixement (NGF), el
factor neurotrofic derivat de cervell (BDNF), i les neurotrofines 314 (NT3i NT4). Els efectes de les
neurotrofines estan mediats per la interaccié i activacio dels receptors especifics de la familia TrK,
gue pertanyen a la superfamilia de receptors amb activitat tirosina kinasa. Una vegada activats,
desencadenen la fosforilacié de tirosines de proteines cel-lulars, que a la vegada propaguen els
efectes de les neurotrofines de les cel-lules. Trk A, B i C sén els receptors especifics per NGF,
BDNF i NT3, respectivament, encara que TrKB també té capacitat d'interaccionar amb NT3. A
més, les neurotrofines poden interaccionar amb menys afinitat amb un receptor comu denominat
p75NTR, Diversos estudis demostren, que la integritat de les neurones simpatiques és dependent
de NGF i NT3. De fet, ratolins deficients de NGF o del seu receptor TrKA, perden el 80% de les
neurones simpatiques abans de la segona setmana post-natal (107). Per altre banda, la reduccié
considerable (50%) de les neurones simpatiques que s'observa en mutants per NT3, indica que
aquesta neurotrofina també és essencial en la supervivencia de les neurones simpatiques (108).
Un possible mecanisme, pel qual es podria donar l'atrofia de la innervacié simpatica observada
en rates amb hipertensié portal, podria ser una infra-expressié local d'aquestes neutrofines,
secundaria a l'activacié de senyals neuronals pre-ganglionars o bé de mediadors vasculars,
derivada de la hipertensid portal. De fet, I'analisi de I'estudi d'expressié genica diferencial realitzat
per microarrays a l'estudi anterior (89) va demostrar que existia una inhibicié de I'expressié dels
receptors de les neurotrofines d'alta (TRK A i B) i baixa afinitat (p75"™®) en la SMA de rates PVL
comparada amb les control. A més, el gen induible per NGF (VGF), i reqgulat per BDNF i NT3, que
juga un paper important en la sinaptogénesis (109), també presentava una forta infra-expressio
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en rates PVL. La inhibicié tant marcada d'aquests gens, suggereix que la via de senyalitzacié de
les neurotrofines, es troba alterada en les SMA de rates amb hipertensié portal. En la mateixa
linia, I'estudi de microarrays mencionat, va revelar una marcada infra-expressio (log,<-2) d'un gran
nombre de gens relacionats amb la diferenciacié neuronal, la neurogénesi aixi com en processos
de creixement axonal en les SMA de rates amb hipertensié portal. Aixi doncs, és possible, que
la inhibicié d'aquests gens relacionats amb la supervivéncia neuronal indiqui una disfuncié dels
mecanismes de creixement de les neurones simpatiques, que podria desencadenar una regressié
de la inervacié post-ganglionar simpatica en la hipertensié portal.

La via neuronal que controla el sistema cardiovascular inclou el component aferent sensorial
del sistema autondmic, els centres requladors cardiovasculars situats en el sistema nervids central,
i finalment, la branca efectora composada pels nervis post-ganglionars simpatics i parasimpatics.
Considerant aguest esquema, la senyal responsable de la regressié simpatica es podria originar en
neurones pre-ganglionals o en altres neurones que posseeixin connexio sinaptica amb neurones
post-ganglionars simpatiques. Aixi, l'augment patologic de pressié originat per la hipertensié portal
en la vasculatura mesentérica, desencadenaria un senyal que arribaria al sistema nervids central
via els nervis autonomics aferents. Com a resposta de la senyal efectuada pel sistema nervids
central, la via de senvyalitzacié de les neurotrofines i altres mecanismes de creixement cel-lular
es veuria alterada, donant lloc a una atrofia simpatica localitzada en la vasculatura mesentérica.
En aquest sentit, és important mencionar que tot i existir controversies (110), existeixen estudis
gue suggereixen gue l'eliminacié dels nervis aferents primaris, per I'administracié de capcaicina,
inhibeix el desenvolupament del sindrome circulatori hiperdinamic, aixi com la presencia d'ascites
en rates PVL i cirrotiques (111-113)

En resum, aguest segon treball, ha demostrat I'origen ganglionar i axonal dels RNA missatgers
relacionats amb la neurotransmissié adrenérgica i que presenten una marcada infra-expressié
en les mostres de SMA de rates amb hipertensié portal (89). A més, la inhibicié de la transmissié
adrenergica, gue no només es localitza en I'arteria mesentérica superior de rates amb hipertensio
portal sind que també s'estén a les arteries mesentériques de resisténcia, esta acompanyada
d'una atrofia dels feixos axonals simpatics que innerven aquesta vasculatura. Aguesta regressié
simpatica, podria ser la responsable dels nivells reduits de noradrenalina determinats en les SMA
de rates PVL (89), aixi com de la pérdua del to vascular adrenérgic observat en la microcirculacié
intestinal de rates amb hipertensié portal (18). Finalment, els resultats d'aquest treball, suggereixen
gue la hipertensié portal esta associada amb una regressié de la innervacié simpatica de la
vasculatura mesenterica, la qual podria contribuir a la vasodilatacié esplancnica caracteristica de
la hipertensié portal.
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6.3 POSSIBLE INDICACIO DE LA DROXIDOPA EN LA HIPERTENSIO PORTAL

L'efecte pressor de la forma enantioméricament pura de la droxidopa (L-Dops) esta descrita en
rates i en humans. En rates anestesiades, I'administracié de L-Dops per via oral i intravenosa,
produeix un augment significatiu de la pressié arterial mitja perd no implica canvis significatius
en I'index cardiac de I'animal. A més, la reduccié de I'efecte pressor de L-Dops com a resposta
de la inhibicié de I'enzim L-aromatic aminoacid descarboxilasa (LAAAD) aixi com pel bloqueig
dels receptors adrenérgics a, constata que I'augment de la MAP és el resultat de la conversid
gradual de L-Dops a noradrenalina, regulada per LAAAD (114). Tanmateix, existeixen estudis que
evidencien I'efecte clinic de L-Dops en trastorns relacionats amb la hipotensié arterial. L'atrofia
multiple sistemica (MSA) i la insuficiéncia autonomica pura (PFA) confereixen dos exemples de
processos patoldgics que impliguen una insuficiencia autondmica cronica. Per una banda MSA,
comporta un trastorn de la neurotransmissié adrenergica degut a una reduccié de les proteines
que regulen el trafic adrenérgic, mentre que una perdua de neurones simpatiques post-ganglionars
seria la responsable de la deficiéncia simpatica en malalts amb PAF (115). En aquests dos grups de
pacients, I'administracié oral de L-Dops resulta amb una millora dels simptomes de la hipotensid
ortostatica (incapacitat de mantenir la bipedestacid, inestabilitat i caigudes) com a resultat d'un
increment dels nivells de noradrenalina en plasma.

Tot i que en estudis inicials, es va utilitzar la mescla racémica de D-threo-Dops i de L-threo-Dops,
de sequida es va constatar que la formulacié optima del tractament era L-Dops. L'explicacié d'aquest
fet es racionalitza en base a la possible inhibicié competitiva de D-threo-Dops per la descarboxilacié
de L-threo-Dops regulada per LAAAD. De fet, només la forma enantiomericament pura L-threo-
Dops dona lloc a la conversié de la forma bioldogicament activa de la noradrenalina, L-NA.

El resultat de la sintesi organica simple de la droxidopa és la mescla dels enantiomers D-threo-
Dops i L-threo-Dops, en proporcions iguals. A més, la sintesi enantioespecifica de L-threo-dops,
gue requereix una purificacié enantiomérica per metodes guimics o enzimatics és molt costosa
i complicada (116). Aixi doncs, el fet que només trobéssim comercialment disponible la mescla
racémica d'aquest compost i malgrat la premissa de que I'efecte pressor exercit per aquesta
mescla és inferior que el produit per la forma enantioméricament pura, ens vam proposar
determinar I'efecte de la mescla racémica D,L Dops en els parametres hemodinamics de rates amb
hipertensid portal. A més, el fet que I'administracié endovenosa de noradrenalina en pacients amb
cirrosi hepatica, millori la funcié renal del sindrome hepato-renal, dona forca al tractament de les
alteracions hemodinamiques associades a la hipertensié portal basat amb farmacs pro-adrenérgics.
El resultat més destacat d’aquest darrer estudi és I'augment de la MAP, secundari a I'administracié
endovenosa de D,L-Dops, en rates PVL amb hipotensié arterial. De fet, I'efecte pressor de L-Dops
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ja és evident als 30 segons després de I'administracié de la mescla i assoleix I'increment de
pressié maxim (15% respecte el basal) als 10 minuts. En aguest moment, el valor de la MAP de
I'animal (122 mm Hg) és practicament el valor que correspondria a una rata sham. Aquest resultat
demostra que I'administracié endovenosa de la mescla racémica D,L.-Dops normalitza els nivells
de la MAP en rates amb hipertensié portal pre-hepatica. Tot i que d'una manera més atenuada, la
pressié portal (PP) també es corregeix significativament amb I'administracié endovenosa d'aquest
compost. L'efecte del farmac amb la reduccié significativa de la pressié portal és evident als 20
minuts després de la seva administracié. Als 30 minuts apareix la reduccié maxima (7% respecte
el nivell basal). Finalment, no s'han determinat canvis significatius en el flux ni en la resistencia
mesenterica.

El mecanisme pel qual la mescla racemica produeix un efecte beneficids, especialment en la
MAP, de les rates amb hipertensié portal, s'explicaria per I'increment del to simpatic produit per
la conversié de L-Dops a L-noradrenalina. Donat que la droxidopa és un aminoacid neutre, pot
ser capturat per totes les cél-lules gue posseeixin un transportador per aquest tipus d'aminoacid,
com és el cas dels nervis simpatics aixi com de diverses cél-lules no neuronals. Aquestes cel-lules
no neuronals (del fetge o del ronyd), que a més, continguin I'enzim LAAAD, sén susceptibles a
produir la conversié de L-Dops a L-Noradrenalina (92). A causa de l'alteracié de la innervacié
simpatica en les SMA de rates amb hipertensié portal, una via important de I'augment dels nivells
de noradrenalina en les rates PVL seria la conversié de L-Dops a NA en cél-lules no neuronals
i el subseqglient alliberament al torrent sanguini d'aquest neurotransmissor adrenérgic. A més,
I'alliberament de noradrenalina en les terminals simpatiques no alterades també contribuiria a
revertir el deficit simpatic.

Els resultats d'aquest treball revelen canvis en els parametres hemodinamics en rates amb
hipertensié portal com a resposta de I'augment del to simpatic. Donat que I'efecte de L-Dops (de la
mescla racémica) no ha estat molt evident en el flux o en la resistencia mesentérica, posa en dubte
la millora hemodinamica esplancnica en aquests animals. Tot i aixi, la reduccié de la pressié portal
i I'increment, encara que no significatiu, de la resistencia mesenterica, apunten que la millora de
I'estat hipercinétic de la circulacié esplancnica podria ser més evident, amb la utilitzacié de la
forma enantioméricament pura, L-Dops. De totes maneres, I'administracié de la mescla, D,L-Dops,
implica una clara millora en I'hnemodinamica sistémica de rates amb hipertensié portal.

Un altre aspecte important que s'extreu d'aquest treball és I'efecte pressor de la mescla
racémica que resulta ser més important del que s'havia descrit. De fet, en un estudi realitzat en
rates control (117), I'administracié de la forma pura L-Dops, implica un increment maxim de 18 mm
Hg. En el present treball, tot i I'administracié de la mescla dels dos enantiomers, I'augment de
pressié maxima és 16 mm Hg. El fet que la diferencia en I'efecte pressor de la forma L- Dopsiel de la
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mescla racemica sigui minima, pot ser degut a les condicions en qué s'ha realitzat I'experiment. Per
una banda, la concentracié de la mescla és 5 vegades superior a |'utilitzada en I'estudi mencionat.
Aquest augment implicaria un increment en la biodisponibilitat de la forma activa, L-Dops. Per
altre banda, donat que les rates utilitzades, presenten hipertensié portal, la pressié arterial basal
(abans de I'administracié del farmac) dels animals en el present estudi és més baixa.

Enresum,elresultat d'aquest treballrealitzatamblamesclaracémica, evidencial'efecte potencial
de L-Dops en el tractament de les alteracions hemodinamiques derivades de la hipertensié portal.
L'augment marcat de la MAP, aixi com una notable disminucié de la PP secundaria a I'administracié
de la mescla racemica en rates amb hipertensié portal, suggereix la importancia d'un estudi basat
en l'efecte pro adrenergic de L-Dops en la resposta hemodinamica, sistemica i esplancnica, de
rates amb hipertensié portal.

6.4 NOVES HIPOTESIS

Independentment dels factors humorals implicats en la vasodilatacié esplancnica, aquesta
tesi també planteja la participacié del sistema simpatic en la fisiopatologia de la vasodilatacié
mesentérica. Una possible especulacié del mecanisme pel qual es donaria la regressié simpatica
en la vasculatura mesenterica, seria la segiient: I'estimul produit pel mateix augment de la pressid
portal, o bé per I'increment de la pressié en la vasculatura mesentérica o en la microvasculatura
intestinal, originaria una senyal que seria transmesa per les fibres aferents primaries fins al nucli
cardiovascular regulador del sistema nerviés central. En resposta a aquest estimul, les neurones
post-ganglioniques simpatiques entrarien en un procés d'atrofia, possiblement desencadenat
per I'absencia dels factors que regulen la supervivencia i el manteniment d'aguestes neurones
(neurotrofines). Finalment, el déficit del to simpatic amb la subseqlient reduccié de nivells de
noradrenalina en la vasculatura mesenterica, contribuiria en I'empitjorament de la vasodilatacio
esplancnica associada a la hipertensié portal (figura 8).

La determinacié d'una alteracié simpatica en la fisiopatologia de la hipertensié portal, genera
una série d'interrogants, com les possibilitats terapéutiques que es deriven d'aquest trastorn.
L'estudi de I'efecte de I'administracié de la mescla de D i L-threo-Dops, en la hemodinamica de rates
amb hipertensié portal, és una bona aproximacié al tractament pro-adrenérgic dirigit a revertir el
déficit simpatic de la hipertensié portal. L'efecte significatiu de la mescla racémica en rates amb
hipertensid portal (augment de la MAP i reduccié de la PP) obra una via de recerca al voltant de la
possible indicacié de L-threo-Dops en el tractament de la hipertensio portal.
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Figura 8. Contribucié de I'atrofia post-ganglionar simpatica a la vasodilatacié messenteérica

NA: Noradrenalina; R:Ressisténcia vascular portal; NTS: nucleus tractum solitarius
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La deteccié d'un grup de gens relacionats amb la neurotransmissid, especialment adrenergica,
que presenta una infra-expressié en les artéries mesentériques de rates amb hipertensié portal,
suggereix una disfuncié del sistema autonomic simpatic que podria contribuir a la vasodilatacié

esplancnica associada a la hipertensio portal.

Els RNA missatgers implicats en la transmissié adrenergica es sintetitzen en els somes neuronals
del gangli mesenteric superior i part d'aquests, sén transportats a través dels axons, on té lloc

la traduccié a proteina.

La infra-expressié genetica i proteica de la transmissié adrenérgica localitzada en I'arteria
mesentérica superior de rates amb hipertensié portal s'acompanya d'una atrofia del sistema

autondmic simpatic en aquesta arteéria.

Existeix una correlacid positiva entre la resisténcia mesentérica i el desenvolupament de
I'atrofia dels nervis post-ganglionars simpatics de I'artéeria mesentérica de rates amb hipertensio

portal.

La regressid de la innervacié simpatica localitzada en el tronc principal de I'arteria mesenterica
de rates amb hipertensié portal, s'extén a tot el territori mesentéric, especificament, a les

arteries mesentériques de resisténcia.

La inhibicié de la transmissié adrenergica representa un fenomen localitzat a la vasculatura
mesentérica com a conseqiéncia de la hipertensié portal i contribueix a empitjorar la

vasodilatacié esplancnica

L'efecte significatiu de la mescla racémica D,L-threo-Dops en rates amb hipertensié portal obra
una via de recerca al voltant de la possible indicacié del farmac pro-adrenergic, L-threo-Dops, en

el tractament de la hipertensié portal.
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8.1

8.1.1

TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Técniques relacionades amb I'estudi d'expressié genica diferencial

8.1.1.1 Microarrays de DNA

Extraccié i conservacié de la mostra

Obtenim mostres d'artéria mesentérica superior (la maxima quantitat d'artéria possible, des
de I'inici aortic fins les primeres ramificacions) per duplicat (2 rates per punt), i en 6 punts
en el temps: Thora, 6 hores, 24 hores, 3 dies, 5 dies i 14 dies post-lligadura o cirurgia sham.
La mostra es submergeix immediatament en una solucié de conservacié de RNA, RNAlater

(Ambion, Inc., Austin,TX) i es guarda a 4°C fins al processament de la mateixa.

Extraccié del RNA

Per tal d'homogeneitzar la mostra utilitzem I'homogeneitzador Fast Prep (Qbiogene, Montreal,
Canada), instrument dotat d'un rotor que es mou a alta velocitat i en multiples direccions,
capa¢ d'homogeneitzar mostres en un periode de temps molt curt. Dipositem la mostra en
tampd de lisis, 6uL de Beta-mercaptoetanol (14.3M) i 600uL de buffer RLT (que conté tiocianat
de guanidini), en un tub especific pel Fast Prep que conté unes boles de ceramica.

Per realitzar I'extraccid, s'utilitzen columnes de Qiagen (Valencia, CA, USA), RNeasy
Fibrous Tissue Mini Kit, especifiques per teixit fibrés abundant en proteines contractils, teixiu
connectiu i col-lagen.

* Transferim I'hnomogeneitzat a un tub eppendorf i afegim 492ul d'H,0 (lliure de RNAses) i 8uL
de Proteinasa K.

* Incubem a 55°C durant 10 minuts.

* Centrifuguem 3 min a 14.000 rpm.

* Pipetegem el sobrenedant a un nou tub.

* Afegim 350uL d'etanol.

* Pipetegem la mostra a una columna que conté un tub col-lector. Centrifuguem 15 segons a
10.000 rpm.

* Afegim 350pL del buffer RW1 (tampd de rentat que conte alcohol i tiocianat de guanidini) a la
columna. Centrifuguem 15 segons a 10.000 rpm.

* Per eliminar la possible contaminacié de DNA, apliguem 80puL de solucié de DNAsa (10 pL
DNAsa, 27.3 unitats + 70uL buffer RDD) directament al centre de la membrana de la columna,
deixem actuar I'enzim durant 15 min.

* Pipetegem 350uL del tampd de rentat a la columna. Centrifuguem 15 segons a 10.000 rpm.
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* Transferim la columna a un nou tub col-lector de 2mL.

* Pipetegem 500uL del segon tampd de rentat (RPE) a la columna. Centrifuguem 15 segons a
10.000 rpm.

* Transferim la columna a un nou tub col-lector de 2mL.

* Pipetegem 500uL del segon tampd de rentat (RPE) a la columna. Centrifuguem 2 minuts a
10.000 rpm.

* Afegim 500puL d'etanol al 80% per tal d'assecar la membrana. Centrifuguem 2 minuts a
10.000 rpm.

* Per eluir I'RNA transferim la columna a un tub eppendorf de 1.5mL. Pipetegem 50uL d'aigua
[liure de RNases directament al centre de la membrana i centrifuguem a la maxima velocitat
(14.000 rpm). Repetim amb 50uL més d'aigua.

Precipitacié del RNA

Als 100pL obtinguts de I'elucié de RNA, s'afegeix:

* 1L Poliacrilamida Lineal (carrier).

* 10uL d'acetat de Na (3M, pH 5.5).

* 250uL d'etanol 100% v/v).

* Ho deixem tota la nit a -20°C. L'endema, centrifuguem durant 20 minuts, a 14000 rpm
ia4ocC.

* Resuspenem el pellet amb 13 pL d'aigua lliure de RNases.

Control del RNA

Quantifiguem L'RNA obtingut amb [I'espectofotometre Nanodrop (ThermoScientific,
Wilmington, DE, USA). A més a més, realitzem un control de la integritat d'aquest RNA
mitjancant I'equip 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), on les diferents mostres de RNA
sén separades i monitoritzades (deteccid fluorescent amb laser). El software del Bioanalyzer
genera un gel virtual, una nota de I'1 al 10 d'integritat de I'RNA (RIN), i un coeficient entre
els dos pics ribosomals (18s i 28s) , que fa possible determinar el grau de degradacié de la
mostra. Considerem que la mostra de RNA és un material de partida valid pel subseqlent
estudi d'expressid genica diferencial si el RIN és igual o superior a 7, i si el coeficient dels pics

ribosomals esta entre 2,51 3.
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RNA Integrity Number (RIN): 6.2 RNA Integrity Number (RIN): 8.7

Figura 9. Perfils de RNA total

Amplificacioé per transcripcié in vitro
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Figura 10. Amplificacié in vitro

Amb 'objectiu d'amplificar linealment cadascun dels RNAs missatgers presents en les mostres
d'artéria mesentérica i obtenir les seqgliencies anti sentit de les mateixes (aRNA), realitzem
una amplificacié per transcripcié in vitro seguint el protocol del kit Amino Allyl MessageAmp
aRNA amplification kit (Ambion). Breument, I'amplificacié consisteix en tres reaccions
enzimatiques consecutives (figura 10), inicialment es sintetitza la primera cadena de cDNA, la
gual conté la sequencia del promotor de la T7 polimerasa a I'extrem 5" mitjancant un primer
gue consta d'un oligo dT sequit del promotor de la T7 polimerasa. Sequidament, té lloc la
sintesi de la segona cadena de cDNA , que donara a lloc al DNA motlle per la transcripcié
in vitro. L'objectiu d'aquesta ultima reaccié es generar multiples copies de RNA on part dels
nucleotids UTP sén reemplacats per 5-(3-aminoalil)-UTP(aaUTP), el qual disposa d'una amina
primaria que posteriorment, durant el marcatge, s'enllacara de manera covalent al grup ester
dels fluorocroms cianines (NHS esters).
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e Transcripcié reversa
Per tal de sintetitzar la primera cadena de cDNA gue contingui la seqiiéncia del promotor de la
T7 a l'extrem 5', es dur a terme una transcripcié reversa utilitzant un encebador que conté un
oligo (dt) sequit del promotor de la T7. D'aguesta manera, aconseguim seleccionar els RNAs
missatgers, ja que aquests contenen una cua d'As.
* Mesclem 750ng de RNA total amb 1uL del primer T70ligo (dT), i ajustem el volum a 12pL.
* Incubem les mostres 10 min a 70°C en un termociclador (en un bany oscil-laria massa la
temperatura).

+ Afegim 8uL a cada mostra de la barreja de reaccié:

Reactius Volum (uL)
tampd 1ra cadena 10X 2
barreja dNTPs 4
inhibidor de RNases 1
transcriptasa reversa 1

* Incubem 2 hores a 42°C en un termociclador.

e Sintesi de la segona cadena de cDNA

Aquesta reaccid pretén convertir la primera cadena de DNA (hibrid DNA-RNA) en una doble
cadena de DNA, la qual representara el motlle per la subseqiient transcripcié. Es necessari
I'accié de dos enzims, la RNAsa, per degradar el RNA, i la DNA polimerasa, per tal de sintetitzar
la segona cadena del cDNA.

« Afegim 80pL a cada mostra de la barreja de reaccié:

Reactius Volum (L)
H,0 lliure de RNases 63
buffer 2na cadena 10X 10
barreja de dNTPs 4
DNA polimerasa
RNAsa H 1

* Incubem 2 hores a 16°C en un termociclador deixant la tapa (que es troba a 100°C)
oberta.
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* Purificacié del cDNA
La purificacié de la doble cadena de cDNA és necessaria per tal d'eliminar RNA, encebadors,
enzims i sals que podrien inhibir la transcripcié in vitro. Utilitzem unes columnes presents al kit.
+ Afegim 250puL de Buffer especific pel cDNA a cada mostra
« Fem passar la barreja a través de la columna centrifugant 1 minut a 10.000g.
» Apliguem sobre la membrana de la columna 500uL de buffer de rentat. Centrifuguem 1
minut a 10.000g.
« Finalment, eluim I'RNA amb 9uL d'H20 lliure de RNases i previament escalfada a 55°C.
Abans de centrifugar deixarem en contacte I'H20 i I'RNA a temperatura ambient durant 2
minuts. Centrifuguem 2 minuts. Realitzem I'elucié per duplicat de manera que el volum final
sigui aproximadament de 16pL.

* Transcripcio In Vitro

La sintesis del RNA antisentit per transcripcié in vitro, genera multiples copies de RNA on part
dels nucleodtids UTP son reemplacats per 5-(3-aminoalil)-UTP (aaUTP), el qual disposa d'una
amina primaria que posteriorment, durant el marcatge, s'unira quimicament al grup ester del
fluorocrom Cy5 o Cy3 (NHS ester).

El substrat d'aquesta reaccié és la doble cadena de DNA que a la vegada actua com a
motlle per a la T7 RNA polimerasa. D'aquesta manera, aconseguim una amplificacié lineal de
cadascun dels RNA missatgers presents en la mostra original.

+ Afegim 26pL de la barreja de reaccio a cada mostra:

Reactius Volum (uL)
aaUTP (50mM) 2
barreja de ATP,CTP,GTP (25mM) 12
solucio UTP (50mM)

buffer de transcripcié 10X
soluci6 de la T7 RNA polimerasa

* Incubem 14 hores a 37°C a l'estufa.
* Per parar la reaccié afegim 60uL d'H20 lliure de RNases, assolint un volum final de
100pL.

¢ Purificacié del aRNA

La purificacio del RNA sintetitzat és necessaria si es vol eliminar els nucledtids no incorporats,
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aixi com les sals, enzims o fosfats inorganics que podrien estar presents. Aixi, aconseguim una
millor estabilitat del RNA i assequrem una Optima reaccié d'acoblament entre els grups amino
allyl i els fluorocroms.

+ Afegim 350uL de buffer especific pel aRNA i 250uL d'etanol al 100%, a cada mostra

« Fem passar la mostra a través de la columna, centrifugant durant 1 minut a 10.000g.

+ Apliguem 650pL de buffer de rentat al filtre. Centrifuguem 1 minut a 10.000g.

¢ Eluim I'aRNA amb 100uL d'H20 lliure de RNases i escalfada a 60°C. Després de deixar que

I'H20 i el RNA estiguin en contacte durant 2 minuts, centrifuguem 1.5 minuts.

Control de I'RNA antisentit

Quantifiqguem per espectofotometria (Nanodrop) I'RNA antisentit generat per cadascuna de
les mostres. Partint de 750ng de RNA total per la transcripcié reversa s'obté una mitja de
35ug per pool d'artéries. Amb l'objectiu de comprovar que les dues mostres que s'hibridaran
conjuntament a l'array, és a dir mostres sham i PVL corresponents al mateix punt en el
temps, presenten tamanys de transcrits semblants, comparem les corbes d'amplificacié
obtingudes a partir de la separacié espectrofotometrica mitjancant el Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies). Per aconsequir una hibridacié optima, les corbes per a cadascuna de
les mostres, han de presentar el maxim grau de solapament i el punt maxim d'aquestes ha
d'estar al voltant de 1000 nucleotids.

Pl Lk
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Figura 11. Perfils d'amplificacié de aRNA

Marcatge de I'RNA antisentit

Es marguen amb fluorocroms (Cy3 o Cy5) 5ug de cada mostra, sequint el protocol del kit. El
marcatge fluorescent de I'RNA antisentit es basa en la reaccié quimica covalent d'acoblament
entre el aminoalil del nucledtid modificat UTP (aaUTP) i I'amina reactiva dels fluorocroms
NHS ester, Cy3 i Cy5. Per cada punt en el temps, es marquen amb Cy5 les mostres de RNA
de rates PVL i amb Cy3 les mostres de les rates sham, la cohibridacié d'aquestes dona lloc al
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xip directe. Per compensar les diferencies de marcatge s'hibrida un segon xip on les mostres
de RNA es marqguen amb el fluorocrom contrari, xip dye swap. Aixi doncs, cada punt en el
temps dona a lloc 4 reaccions de marcatge. Finalment, per tal de determinar la proporcié de
fluorofor incorporat i la concentracid final de RNA, es mesura amb el Nanodrop I'absorbancia
del RNA a 260nm i dels fluorocroms Cy3 i Cy5 a 550 i 650 nm, respectivament. Es considera
una incorporacio optima, de 30 a 60 molécules de fluordfor per cada 1000 nucleotids.

+ Liofilitzem (speedVac) 2 mostres control i 2 problema (5ug cadascuna).

* Resuspenem les mostres amb un buffer d'acoblament subministrat pel kit.

* Resuspenem un vial de Cy3 amb 22uL de DMSO, fem el mateix amb un vial de Cy5.

+ Afegim 11uL de la solucio de fluorocrom a cada tub.

+ Deixem les mostres a la foscor i a temperatura ambient durant 30 minuts perque la reaccié

de marcatge tingui lloc.

+ Parem la reaccié amb un excés de grups amino (4.5uL d'hidroxilamina per tub), bloguejant

els Cys no incorporats.

* Portem el volum final a 30uL amb H,O Iliure de RNases.

Hibridacié del RNA
Sequint el protocol del kit d'hibridacié d'Agilent Tecnologies el qual subministra les solucions
d'hibridacié, la solucié de RNA control, aixi com també la solucié de fragmentacié. Els
microarrays que es van utilitzar, Rat Oligo Microarray (Agilent Technologies) contenen més
de 20.000 sondes de 60 oligonucleotids, dipositats en un suport de vidre, i representen
aproximadament uns 18.000 gens.

Cada mostra de PVL es va hibridar amb la seva sham corresponent, la del mateix punt en
el temps. Cada parella va generar dos experiments (xip directe i dye swap). En total es van
utilitzar 12 arrays.

* Preparem les solucions d'hibridacié del RNA diana:

xip directe xip dye swap
750 ng RNA sham Cy3 750 ng RNA sham Cy5
750 ng RNA PVL Cy5 750 ng RNA PVL Cy3
500 ng RNA control 10x 500 ng RNA control 10x

* Portem les solucions a 240uL amb H20 lliure de RNases.

+ Afegim 10uL de tampo de fragmentacié a cascun dels tubs i incubem a 60°C durant
30 minuts. Fragmentant els transcrits evitem la formacié d'estructures secundaries que
podrien inhibir la posterior hibridacio.

+ Afegim 250uL de solucié de hibridacié 2x.
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+ Apliguem 490pL de la solucio final amb molta cura sobre I'array corresponent, intentant
gue no quedin bombolles. Introduim el xip dins la camera d'hibridacié i aguesta al forn que

esta programat a la temperatura de 60° i amb moviment orbital de 4 rpm durant 17 hores.

Rentat dels arrays
Elrentat delsarraysté comafinalitat I'eliminacid, tant de lamostra marcada que no s'ha hibridat
com de la hibridacié inespecifica. Abans que la incubacid finalitzés es preparem 2 solucions
de rentat (SR1i SR2) i les fem passar per un filtre de 0.2um. Realitzem consecutivament 3
rentats diferents:
« Desmuntem les cameres de hibridacid, recuperant I'array, en una cubeta amb 250mL de
la SR1.
+ Col-loguem els arrays a un graella, situada dins d'una cubeta, submergida amb SR1. Rentem
durant 10 minuts i en moviment (agitador magnétic).
« Utilitzem la mateixa graella del rentat anterior, que contenia els arrays, i la col-loquem
en una nova cubeta, que a la vegada es troba dins d'un contenidor, amb RS2. L'espai que
gueda entre la cubeta i el contenidor, s'omple amb gel picat, mantenint aixi la temperatura
de rentat a 4°C. També es realitza en moviment.
* Després de finalitzar I'Ultim rentat es assequem els arrays, utilitzant una pistola de N, que
disposa gas a pressio i permet assecar el xip d'una manera rapida i uniforme.

Lectura dels arrays

Realitzem un escaneig amb un lector de microarrays (GenePix 4100A, Axon Instruments
Inc.) per tal de quantificar la fluorescencia de cada gen. El lector, que consta de dos lasers
diferents, escaneja I'array a dos longituds d'ona, 532nm i 635, excitant els fluordfors Cy3i Cy5,
respectivament. Un fotomultiplicador converteix els fotons d'emissidé en una senyal electrica,
la qual és transformada a una imatge digital de bits/pixels mitjancant un convertidor. Per tal
de digerir i extreure la informacié que contenen les imatges adquirides utilitzem un programa
d'analisis cru de les dades, GenePix Pro 5.0, el qual genera un fitxer GPR (Gene Pix Results) amb
tota la informacié necessaria per realitzar I'analisi estadistic de les dades. Aquest programa
també ens és Util per controlar la qualitat de I'array mitjancant una visualitzacié de les dades
i aixi, poder anul-lar punts o gens que creiem inadequats o vam donar bons aquells que el

programa havia assignat com a nuls .

Analisis de les dades
Analitzem les dades obtingudes utilitzant el Bioconductor Limma Packagage

http://www.bioconductor.org/.
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e Control de qualitat de I'array

Es tracta d'un control general de la integritat de l'array. Es basa en comprovar que les
correlacions entre els dos arrays, directe i dye swap, siguin bones, en calcular el percentatge
de punts que han estat assignats com a nuls en comparacié amb tots els presents al array,
i finalment, en determinar quina fluorescéncia tenen els punts controls (positius, negatius i

d'intensitat coneguda).

e Correcci6 del soroll de fons

Consisteix en eliminar aquells punts o gens que no superen determinats nivells d'intensitat
(fluorescencies inferiors a 250) o per al contrari, aquells amb intensitats tant elevades que
superen la capacitat de deteccié del sistema, aquests els anomenem saturats i presenten
intensitats superiors a 65.000. EI métode que utilitzem s'anomena Edwards (118), i es
caracteritza per evitar que una vegada el soroll de fons s'ha eliminat, els punts presentin

nivells d'expressio negatius.

* Normalitzacié
Una normalitzacié és necessaria per eliminar les components no bioldgiques que podrien
afectar a les mesures de nivell d'expressié genica, aixi doncs, la normalitzacié permet
correqir les diferencies existents entre el xip directe i el dye swap, equilibrant les intensitats
dels dos canals. Les fonts de variacions no bioldgiques entre les dues repliques tecniques
poden ser degudes a diferencies en la incorporacié del fluorocrom a cada mostra, en la
sonda dipositada a cada spot, en l'eficiencia del marcatge, la perdua d'intensitat d'un dels
fluorocroms (normalment Cy5) o a una variacié en la potencia dels dos laser. La normalitzacié
gue s'efectua s'anomena Loess (119) i es basa en dues premisses:
- La majoria dels gens de I'array no canvien substancialment la seva expressié en resposta
a una situacié determinada, aixi que la mitjana aritmética dels valors relatius de I'expressié
d'un gen en la mostra problema respecte la control ha de ser 1. Mitjana(F532/F635)=1.
+ Considera que els arrays contenen una distribucié a I'atzar d'un nombre elevat de gens,
aixi, aleatoriament tindrem el mateix nombre de gens sobre-expressats que reprimits per
ambdues mostres (problema i control) i per tant, la suma de les intensitats de la hibridacié
de tots els gens de I'array sera igual per a cada mostra. Mitjana[Log,(XR/ZG)]=0, on R és

el canal vermell (Cy5) i G, el canal verd (Cy3).

* Filtre de gens per nivell d'expressié
Es realitza un filtre dels resultats obtinguts per aixi analitzar només aquells gens que tenen una
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certa probabilitat d'estar regulats. Ens quedem amb aquells que presenten un valor d'expressié
relatiu (Mean fold change) superior a 2, al menys en un dels 6 punts estudiats.

e Analisi Temporal

Utilitzem el programa maSigPro (120) per dur a terme un analisis de la tendéncia d'expressio
génica al llarg del temps, des de l'inici de la lligadura portal fins al cap de 14 dies. Aquest
programa selecciona aquells gens amb perfil d'expressié tal que s'ajusta a un polinomi de
segon grau amb coeficient de regressié (R?) major a 0.6. D'aquesta manera, seleccionem
gens amb un perfil d'expressio diferencial estadisticament significatiu.

e Agrupacio en clisters

Per tal de descobrir patrons d'expressié rellevants i determinar grups de gens que s'expressen
(es regulen) de la mateixa manera al llarg de tot el procés, utilitzem l'algoritme PAMSAM (119)
(clustering analysis algorithm), sota la premissa que aquells gens que comparteixen perfils
d'expressid, son gens que estan co-expressant-se, i per tant les seves funcions bioldgiques
podrien estar relacionades. Aquest algoritme agrupa els gens en grups o clusters amb perfil

d'expressio similar.

e Analisi funcional dels clasters

Després d'haver agrupat els gens que tenien un patré d'expressié temporal comu, hauriem
de determinar si algun cluster (conjunt de gens amb expressié similar) esta associat a
algun fenomen bioldgic, o esta associat a alguna funcié molecular determinada. Realitzem
un analisi d'ontologia geénica (Gene Ontology analysis). GO és una base de dades
(http://www.geneontology.org) que conté anotacions genériques que descriuen funcions
moleculars, processos bioldgics i components cel-lulars associats a cadascun dels gens. Les
anotacions assignades a cada gen estan organitzades de forma jerarquica, aixi que termes
de baix nivell seran més especifics (ex: fotosintesis) que no els situats en un alt nivell, els
quals no distingeixen diferents espécies. Per determinar si una anotacié GO, per exemple
apoptosis, es troba significativament sobre o infra-representada en un cluster determinat,
es compara el numero de gens presents al cluster vinculats a aquesta anotacié amb tots els
gens de l'array associats a aquest mateix GO.

* Analisi de les relacions moleculars
Per tal de determinar les potencials relacions moleculars existents entre els gens que
finalment quedaven seleccionats, utilitzem el programa Pathway Architect® (Stratagene).

Aquest programa crea una xarxa d'interaccions moleculars directes entre els gens d'interes
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on cada unid, que representa una relacié molecular determinada, esta justificada per cites
bibliografiques disponibles al PubMed.

8.1.1.2 RT-PCR a temps real

Validem per PCR atempsreal l'expressié diferencial, previament determinada amb I'experiment
dels microarrays, de 50 gens, realitzant una quantificacié relativa, a cada punt del temps
estudiat, amb les mostres de RNA originals de les rates PVL i sham. A més a més, també ens
abastem d'aguesta técnica per estudiar I'expressié diferencial, dels 50 gens seleccionats, en
mostres d'artéria hepatica i artéria mesentérica de rates cirrotigues comparada amb rates

controls.

Extraccié de I'RNA

L'extraccié de I'RNA de les mostres de les artéries hepatiques i mesentériques de les rates
cirrotiques i controls, es realitza amb les columnes d'extraccié de Qiagen, utilitzant el kit
RNeasy Fibrous Tissue Mini kit. Protocol explicat a I'apartat 1.1.1.1.

Transcripcié Reversa
Utilitzem el High-Capacity cDNA Archive Kit (Aplied Biosystems) que conté reactius per dur a
terme la transcripcié reversa (RT) de RNA total a cDNA. Partim de 300ng de RNA de la mostra
i ho portem a un volum final de 50uL amb H,O Iliure de RNases.

+ Afegim a cada mostra 50 yL de la barreja de reaccié:

Reactius Volum (L)
Tamp6 de RT 10X 10
solucié de dNTPs 25X 4
random Primers 10X 10

transcriptasa Reversa, 50U/uL 5
H,0 lliure de RNases 18.5
inhibidor de RNases 25

+ Utilitzem el termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied bisosystems), sequint
les seglients condicions:

hibridacié  extensid
temperatura (°C) 25 37
temps (min) 10 120
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PCR a Temps Real

Utilitzem unes targetes microfluidiques dissenyades per nosaltres i produides pel fabricant
(Applied Biosystems) que disposen de 384 pous, on té Illoc la reaccié de PCR a temps real
especifica i determinada per la naturalesa de la sonda i dels primers que contenen. Cada placa
conté 8 ports, lloc on es disposa la mostra, i aquests la reparteixen a 48 pous. En una placa hi
passem 4 mostres (dos per port), que se sotmetran a un analisi d'expressié de 62 gens (inclos
el control endogen, 18s). Per cada mostra realitzem tres répliques técniqgues. La quantificacié
relativa de cada gen respecte a la seva mostra control (PVL respecte sham a cada punt en el
temps) es realitza mitjancant el métode comparatiu Ct (threshold cycle). Definim la mostra
la mostra sham corresponent en cada cas com la mostra calibradora. El resultat previ dels
arrays ens van permetre escollir un gen endogen (gen gue s'expressa de la mateixa manera
tant en la mostra problema com en la calibradora) amb una certa fiabilitat, el gen que codifica
el la proteina ribosomal del 18s. Per determinar I'increment o disminucié de I'expressid d'un
gen determinat (RQ, relative quantification) de la mostra problema (PVL) respecte la control
(sham), realitzem dues normalitzacions, la primera és la diferencia entre el Ct del gen especific
i el de I'endogen i la segona és la diferencia entre aquest primer resultat i el Ct de la mostra
calibradora, finalment la quantitat relativa (RQ) del gen es calcula com: RQ = 2 —84CT

_Cimostra=C, gen - C, control endogen
__C=_C;mostra - _C, mostra calibradora

Per determinar I'RQ de les mostres d'arteria mesentérica i artéria hepatica obtingudes pel
model de tertaclorur de carboni, es calcula una mitja dels ACTs de les mostres cirrdtiques i de
les mostres control, aixi el AACT correspon a una diferencia entre dues mitjanes.
* En un tub eppendorf , es mesclen 25 pL del producte de la RT, 25 pL d' H,O lliure de
RNases i 25uL de la solucié Tagman Universal Master PCR Master Mix (Applied biosystem),
subministrada pel kit i que conté la DNA polimerasa (AmpliTag Gold), nucledtids i tampons
especifics per aquesta reaccio.
« Carreguem cada pou amb aquests 100pL.
+ Centrifuguem cada placa durant 3 minuts a 12.000 rpm.
« Utilitzem el termociclador 7900HT (Applied Biosystems) amb les segilients condicions:

activacio de la 40 cicles

AmpliTaq Gold  desnaturalitzacid ~ hibridacio/extensio
temperatura (°C) 9.5 97 59.7
temps (min) 10 0.5 1
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8.1.2 Teécniques relacionades amb I'estudi de proteines

8.1.2.1 Western Blot

Per tal de determinar nivells d'expressié de proteines relacionades amb el sistema adrenergic,
comlaTh,Dbh o Snap 25, utilitzem la tecnica del Western blot, en mostres d'artéria mesenteérica

superior, artéria renal, arteries de resisténcia i jeju.

Extraccié i conservacié de la mostra

Extraiem tant l'arteria mesenterica superior com l'arteria renal esquerra, des del respectiu
inici aortic fins a les primeres ramificacions, immediatament després, submergim les mostres
en N, liquid, i finalment les conserven a -80°C fins el seu processament. A les mostres de jeju
(uns 3 cm) se'ls hi efectua un rentat de I'interior (intentem conservar la mucosa intestinal)
amb serum fisiologic abans de submergir-les en N, liquid, també es guarden a -80°C. Pel qué
fa a la glandula adrenal, després d'aillar-la del teixit connectiu que la rodeja, es congela en N,
liquid i finalment s'emmagatzema a -80°C.

Pel que fa a l'extraccié de les artéries mesentérigues de resisténcia, sequim el protocol
descrit per Briones et al. (121). Després de l'exsanguinacié de l'animal per decapitacio,
extreiem l'arc mesenteric i I'expandim sobre una superficie de silicona on queda submergit
per una solucid salina, solucié de Krebbs. Aquesta solucid, s'ha de mantenir a 4°C. Amb I'ajuda
del microscopi, les artéries de resisténcia de tercer, quart i cinqué ordre, es separen de la
seva corresponent vena (component rigid) i del teixit gras i connectiu que les rodeja. Durant
I'operacié d'aillament, la solucié salina freda es renova cada 10 minuts. Finalment, aquests
vasos es submergeixen en N, liquid i es guarden a -80°C.

Extraccié de proteines
 Les mostres de teixit amb 250uL de tampd de lisis (10 mg deoxicolat sodi / ml RIPA)
i 5 yL de solucié d'inhibidors de proteases (Sigma-Aldrich) s'introdueixen dins dels tubs
especifics del Fast Prep (contenen unes boletes de ceramica) i s’Thomogeneitzen. El temps i
la intensitat de la homogeneitzacié amb el Fast Prep varia segons la naturalesa del teixit.
« Durant 15 min es realitzen cicles de 10 segons vortex/gel (pel trencament de les parets
cel-lulars).
* Deixem les mostres 60 minuts a -80°C.
+ A continuacid, la mostra es centrifuga a 13000 rpm durant 30 minuts, a 4°C.
+ Finalment, es quantifica el sobrenadant mitjancant la deteccié colorimetrica a 652 nm de
I'assaig BCA (Pierce Biotechnology, IL, USA).

El rendiment de I'extraccié de proteines varia en funcié del teixit processat (taula).
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concentracio (mg/mL)

SMA 2,6
Jeju 14,8
MRA 2
artéria renal 1
glandula adrenal 12,4

Electroforesi SDS-PAGE (Métode Laemmli)
Per I'electroforesi mono dimensional en gels de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants
(SDS PAGE) utilitzem el sistema XCell SureLockTM d’Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) amb gels
d' Imm de gruix amb un percentatge d'acrilamida del 12%, pel gel concentrador i del 4% pel
gel separador. Com a control positiu per totes les proteines utilitzem un extracte de proteina
de glandula adrenal d'una rata control.
« Posem el gel al modul i I'omplim amb Running Buffer upper, omplim la part exterior amb
Running Buffer Lower fins al mateix nivell que I'Upper.
* Prepararem el gel de I'electroforesi, netejant-lo amb H,O destil-lada i omplint els pous amb
I'ajut d'una xeringa amb Running lower.
« Preparem les mostres i el pes molecular (SeeBlue® prestained standard 1x), afegint tampé

de carrega i un agent reductor.

reactiu volum ()
extracte proteina 78
NuPage LDS sample buffer 4x 3
NuPage LDS Reducing agent 1.2

reactiu volum ()
pes molecular 3.6
NuPage LDS sample buffer 4x 3
NuPage LDS Reducing agent 1.2
H.0 42

+ Sequidament, bullim les mostres a 95°C durant 10 minuts
« Carreguem 11<| de cada mostra i pes molecular
+ Els gels es corren a voltatge constant de 120v durant aproximadament dues hores
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Electrotransferéncia
Les proteines separades per SDS-PAGE es transfereixen a una membrana de polyvinylidene
difluoride (PVDF) utilitzant el sistema Western Breeze (Invitrogen).
« En un vas de precipitats, col-loquem les esponges (Blotting Pads) en remull amb el tampd
de transferencia, per treure les bombolles d'aigua que podrien bloquejar la transferéncia.
* Hidratem les membranes (30 segons en metanol, 1 minut en H,0, 5 minuts en tamp¢ de
transferéncia).
* Mullem els papers de filtre amb el tampd de transferéncia i muntem el sandwich al Blot
Module (Invitogen), col-locant per ordre: 2 esponges, 1 paper de filtre, gel, membrana, 1
paper de filtre i 2 esponges més, procurant que no quedi cap bombolla entre cap de les
capes que formen el sandwich.
« Omplim l'interior del modul (fins que el sandwich quedi cobert) i I'interior de la cubeta
amb tampd de transferéncia
+ La transferencia es realitza durant una hora a una diferéncia de potencial de 30v.
Una vegada finalitzada la transferencia, es comprova la preséncia de les proteines, tenyint la
membrana, durant dos minuts, amb vermell de Ponceau (Sigma-Aldrich). Es renta amb H,0
per eliminar I'excés de colorant.

Immunodeteccié

La deteccid de les proteines d'interés es du a terme mitjancant la hibridacié seqiencial de
la membrana amb un anticds primari per la proteina (taula) i posteriorment amb un anticos
secundari conjugat amb la peroxidasa de rave. El control de carrega es realitza amb la

imunodeteccioé de la B actina.

Taula 6. Llista dels anticossos primaris utilitzats

organisme hoste  dilucions fabricant
Th conill 1/200 Abcam
Dbh ratoli 1/250 Santa Cruz
Snap 25 ratoli 1/500 Chemicon
_actina ratoli 1/5000 Sigma

Th, tirosina hidroxilasa; Dbh, dopamina [-hidroxilasa;Snap 25, proteina associada al
sinaptosoma de 25Kd.

« La membrana es bloqueja amb 5% de llet desnatada en pols en TBS-T durant 1 hora a
temperatura ambient o durant tota la nit a 4°C, sempre amb agitacié.

+ A continuacio, s'incuba la membrana amb la dilucié adequada de I'anticds primari (taula)
en TBS-T durant 1 hora a temperatura ambient i amb agitacié
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« Es realitzen tres rentats de 10 minuts amb TBS-T per eliminar I'excés d'anticds primari
« La membrana s’ incuba amb I'anticos secundari, anti IgG, diluit en TBS-T(1/30000), durant
1 hora a temperatura ambient i amb agitacié
* Per eliminar I'excés d'anticos secundari, es renta la membrana per triplicat amb TBS-T
durant 10 minuts
- Lesbandeselectroforetiques obtingudes es detecten mitjancant unsistemaquimiluminiscent,
ECL Plus kit (Amersham). Durant un minut les membranes s'incuben amb el tampd de deteccid
gue conté el substrat de la peroxidasa (500ul tampd A i 500ul tampd B). Amb paper de filtre
absorbim I'excés d'aquest tampd.
+ Revelem les membranes amb pellicules fotografiques, Amersham Hyperfilm ECL
(Amersham). EI temps d'exposicié de la pel-licula sobre la membrana depén de l'anticos
primari utilitzat.
Per re-incubar la membrana amb diferents anticossos primaris, la submergim amb stripping
buffer (ThermoScientific) durant 30 minuts a 55°C amb agitacié. Posteriorment, la membrana
es bloqueja i es sequeix el protocol d'imunodeteccié descrit.

Analisi

La densitometria de les bandes es quantifica mitjancant el software Quantity One (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Posteriorment, la intensitat de les bandes és corregida
(eliminant el soroll de fons) i normalitzada (per la B actina). Finalment, es comparen les
intensitats de les bandes que provenen de diferents mostres i que han estat detectades amb
un mateix anticos, amb un test t, utilitzant el programa Sigma Stat 3.0.

8.1.2.2 Immunohistoquimica

Realitzem la tecnica d'imunohistogimica per tal de detectar I'enzim tirosina hidroxilasa (Th) i
el neurotransmissor noradrenalina en els paquets nerviosos de mostres d'artéria mesentérica
superior aixi com d'artéria renal dreta de rates amb hipertensié portal i rates control. La
imunodeteccié de Th s'efectua en teixit parafinat, en canvi per la noradrenalina, en teixit
congelat.

Extraccid i conservacié de la mostra

La SMA de cada animal s'extreu des de I'origen adrtic fins les primeres ramificacions. Les
artéries destinades a la imunodeteccié de Th, es fixen amb paraformaldehid tamponat al 4%
durant 20 hores i es conserven a 4°C amb etanol al 50% fins al seu processament. Per altre
banda, les SMA destinades a la imunodeteccié de noradrenalina, un cop aillades de I'animal,
es congelen amb N, liquid, i finalment s'emmagatzemen a -80°C.
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Inclusié amb parafina o OCT

El metode d'inclusid en parafina (taula) consisteix en un primer pas de deshidratacid, on el
teixit, dins d'un casset, es submergeix amb alcohols creixents per eliminar I'H,0, a continuacié
es submergeix amb xilol (miscible en alcohol i parafina) que omple I'espai que ocupava I'H,0

en el teixit i finalment té lloc la impregnacié amb parafina.

solucié temps (min)

etanol 70% 45
etanol 96% | 30
etanol 96% I 30
etanol 100% | 15
etanol 100% |1 45
xilol | 15
xilol Il 15
parafina | 60
parafina Il 60

Per altre banda, les mostres de SMA congelades, s" inclouen en un bloc d" OCT(Tissue-Tek®) a
-20°C. Durant lainclusid, tant en parafina com en OCT, la mostra s’ orienta tal que la zona d'interes,

la part més proximal a l'origen aortic, quedi el més a prop possible de la superficie de tall.

Talls histologics

Es realitzen talls de 3um de gruix dels blocs de parafina amb el microtom, i es van dipositant
en successius porta-objectes. En canvi, per les SMA congelades, es construeix un bloc de OCT
al voltant d'aquestes, i mitjancant un criostat (Leica CM3050S) es realitzen talls de 10 ym, que
també es van dipositant sobre preparacions, les qual s'emmagatzemen a -20°C.

Pre- tractament de la mostra parafinada
« Les mostres es desparafinen a 60°C durant 60min.
+ A continuacio es porta a terme el procés de deshidratacid, dins de cubetes, sense agitacio

i a temperatura ambient.

solucio  temps (min)

citrosol 20
etanol 100% 5
etanol 95% 5
etanol 70% 5
H,0 d 5
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* Els portes s'introdueixen en tampé citrat, durant 20 minuts a 95°C, després, es deixen
refredar dins del mateix tampé durant 25 minuts.

« Es realitzen tres rentats de 5 minuts amb PBS 1x, mantenint la cubeta amb agitacid.

Pre- tractament de la mostra congelada
+ Es deixa descongelar les preparacions durant 30 minuts a temperatura ambient.
* A continuacio, es fixen les mostres amb paraformaldehid al 4% (v/v) durant 10 minuts.
* Es realitza un rentat rapid sequit de tres rentats de 5 minuts en PBS 1x, en agitacié i a

temperatura ambient.

Immunodeteccié
* Es blogueja la peroxidasa endogena amb una solucié de H,0, (3% v/v) durant 10 minuts
amb agitacio.
* Es realitzen dos rentats de 5 minuts, el primer amb H,O destil-lada i el segon amb PBS 1x.
+ A continuacid, es bloguegen les mostres amb una solucié de serum de cabra i PBS 1x (5%
p/v). S'apliquen 50uL de solucié de bloqueig sobre cada mostra i es deixa incubar dins d'una
camera humida durant 30 minuts a temperatura ambient.
- Després d'escérrer la solucié de blogueig, sense rentar, s'apliquen 50ul de dilucié d'anticos
primari anti-Th (Abcam, Cambridge, UK) o anti-noradrenalina (Abcam) sobre cada mostra
i es deixa incubar en una camera humida tota la nit a 4°C. La dilucié de I'anticos primari
(1/250 v/v per Th i 1/500 v/v, per noradrenalina) es realitza amb Antibody diluent (Dako,
Glostrup, Dinamarca). Pel control negatiu, en comptes de la solucié de I'anticds primari, les
mostres s'incuben amb PBS 1x.
« Per tal d'eliminar I'excés d'anticds primari, es realitzen tres rentats de 5 minuts amb
PBS 1x.
 L'anticds secundari EnVISION anti-rabbit (Dako) s'aplica sobre cada mostra i s'incuba
durant 30 minuts a temperatura ambient.
* Per tal d'eliminar I'excés d'anticds secundari, es renten les preparacions per triplicat amb
PBS 1x, durant 5 minuts.
« Per detectar la proteina, s'utilitza la solucié de revelat per I'enzim peroxidasa del kit de
revelat VIP subtrate kit (Vector, Burlingame, CA, USA) que produeix un precipitat violeta. Es
deixa incubar sota el microscopi fins que el marcatge apareix, aproximadament 5 minuts. La
reaccié de marcatge es para amb H,O destil-lada, i finalment amb aigua corrent.
+ La contratincid es realitza submergint les preparacions uns segons amb hematoxilina de
Mayer (Sigma-Aldrich), per I'imunodeteccié de Th, o de Harris (Sigma-Aldrich) en el cas de la
noradrenalina. Seguidament, se n'elimina I'excés rentant amb abundant aigua corrent.
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* Després de deixar les mostres amb H,0 destillada durant 5 minuts, es deshidraten
submergint els portes 10 vegades en alcohols creixents (etanol al 70, 95 i1100% v/v), finalment
es deixen 5 minuts en xilol.

+ El muntatge es du a terme amb una gota de DPX (Fluka) que posteriorment cobrim amb un
cobre-objectes.

Quantificacié i analisis

Per tal de dur a terme I'analisi dels resultats obtinguts per I'imunohistoquimica de Th, es
realitzen fotografies digitals a un augment 200X dels paquets nerviosos que rodegen |'arteria
mesenterica superior o I'artéria renal utilitzant una camera digital acoblada a un microscopi
Olympus BX61 (Olympus, Hamburg, Alemanya). Mitjancant el programa d'analisi d'imatge
AnalySIS® es determina el nombre de feixos nerviosos presents en cada mostra, I'area de
cadascuna de les estructures nervioses i I'area d'aquestes estructures en que s'hi detecta
imunomarcatge. En primer lloc, s'efectua una separacio de colors de tipus RGB, a continuacid,
es realitza una subtraccié de colors fins a obtenir una imatge representada per una escala
de grisos, on les zones més intenses corresponen al color violeta de l'imatge original.
Posteriorment, es dibuixa manualment les regions d'interés (ROI), que corresponen a l'area que
ocupen els feixos nerviosos presents en cadascuna de les imatges. Finalment, el programa ens
proporciona el nimero de ROIs (paquets nerviosos), I'area ROl (area dels paguets nerviosos),
aixi com I'area marcada per Th dins d'aquesta regié (area nerviosa tenyida).

Figura 12. Analisis de les imatges de imunohistoquimica per Th

A) Identificacié dels paquets nerviosos periférics a SMA. B) Transformacié de d'imatge
a escala de grisos. C) Seleccié de la regié d'interes (ROI). D) Determinacié del marcatge
imunohistoquimc dins de I'area ROI.

Els parametres morfologics relatius a les estructures nervioses es comparen amb un test de
Man Withney (no parametric) utilitzant el programa Sigma Stat 3.0. Establim la significanca
estadistica a p<0.05.
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8.1.3 Teécniques relacionades amb la localitzacié del RNA missatger

8.1.3.1 Hibridacid in situ de RNA

La teécnica de hibridacié in situ ens permet localitzar I'RNA missatger del gen de la tirosina
hidroxilasa en talls transversals d'artéria mesenterica superior, especificament, en regions
proximals i distals a I'origen aortic. EI gangli mesentéric s'utilitza com a control positiu.

Construccié de la sonda

e Extraccié RNA

Inicialment, realitzem una extraccié d'RNA total de la glandula adrenal amb el kit RNeasy
Fibrous kit (Quiagen), sequint el protocol del fabricant. Obtenim 900ug/ul d'RNA en un volum
final de 50ul.

e Retrotranscripcié

Realitzem la retrotranscripcié utilitzant el kit de high capacity cdna reverse transcription kit
(Applied Biosystems). Partim d'lug d'RNA total i utilitzem un primer que conté el promotor de
la T7 polimerasa (ThT71480: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGTGTGCAGCTCATC-3").

Reactius Volum (L)
Tampd de RT 10X 2
solucié de dNTPs 25X 0.8
Primer Th1480 (-) (20pmol/pl) 1
transcriptasa Reversa, 50U/pL 1
H,0 lliure de RNases 4.2
inhibidor de RNases 1

La reaccié té lloc en un termociclador GeneAmp®PCR System 2700 i amb les seglents

condicions:
hibridaci6  extensié desnaturalitzacié
temperatura (°C) 25 37 85
temps (min) 10 120 5 segons
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* PCR

2ul del cDNA obtingut s'amplifiguen per PCR utilitzant primers especifics per 'RNAm de
Th: primer forward (Th1255: 5'-CAGACACAGCAGCTGTGCAGCC-3") i primer reverse (utilitzat
previament per la retro-transcripcid, ThT71480), obtenint un fragment de 226 pb.

Reactius Volum (uL)
Buffer 10x Pfu (MgCl) 10
solucié de dNTPs (10mM) 1

Primer Th1255 (+) (20pmol/pl) 1
Primer Th1480 (-) (20pmol/ul) 1
Pfu (2.5 U/ul) 1
H20 lliure de RNases 84

L'amplificacié es du a terme amb un termociclador GeneAmp®PCR System 2700 (Applied

Biosystems).

e Transcripcid in vitro

Partint del fragment de cDNA amplficat per PCR, sintetitzem I'RNA antisentit per transcripcié
in vitro amb el kit DIG RNA labelled kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya). Durant
aquest procés de transcripcidé, també es marca I'RNA amb digoxigenina (digoxigenina-UTP).
Afegim a 1ug de cDNA els segients reactius, i ho portem a un volum final de 20ul.

Reactius Volum (uL)
10x NTP mix (amb UTP-Dig) 2
10x transcription buffer 2
RNAsa inhibitor 1
RNA Pol T7 2

La transcripcid té lloc a 37°C, durant 2 hores. Parem la reaccié amb 2ul de EDTA (0.2M,
pH8).
« Precipitem el transcrit marcat afegint 2.5ul de LiCl (14M) i 75ul d'etanol 100%(v/V).
+ Deixem la mescla 30 minuts a -80°C i centrifuguem a 14000 rpm durant 15 minuts
a 4°cC.
* Rentem el pellet amb etanol gelat al 70% i centrifuguem a 14000 rpm, 5 minuts a 4°C.
* Finalment, resuspenem el pellet en 50ul d'H,0 destil-lada.

8. MATERIAL | METODES

e Control de marcatge
Sequint les instruccions del kit, realitzem un control de I'eficiencia del marcatge amb un RNA
control marcat amb digoxigenina.
« Preparem una dilucié (R1) de la sonda marcada de 10ng/ul amb RNA Dilution buffer. Fem Ia
mateixa dilucié per un RNA control (marcat amb digoxigenina) que subministra el kit.
« Partint de R1, realitzem les seglents dilucions seriades: 1/10, 1/1000, 1/3300, 1/10%,
1/3,3.104
+ Apliguem 1ul de cada dilucié, de sonda i d'RNA control, a una membrana de nylon carregada
positivament (3x5 cm, aproximadament).
« Fixem els acids nucleics a la membrana amb exposicié UV.
+ Rentem la membrana amb agitacié i durant 2 minuts amb tampé de rentat.
+ Bloguegem la membrana durant 30 minuts amb solucié de blogueig.
* Incubem la membrana amb una dilucié 1/5000 d'anticos (anti-Digoxigenina conjugat a la
fosfatasa alcalina).
+ Realitzem dos rentats amb tampé de rentat durant 15 minuts en agitacié.
+ Equilibrem la membrana amb tampd de deteccié durant 5 minuts.
+ Apliguem TmL de la solucié de substrat quimiluminiscent (CSPD) i deixem incubar 5 minuts
a temperatura ambient.
« Eliminem I'excés de substrat i col-loquem la membrana dins d'una bossa d'hibridacié que
posteriorment segellem.
* Incubem la membrana a 37°C, durant 10 minuts.
+ Finalment, exposem la membrana sobre una pel-licula fotografica durant dos minuts.

Extraccié i conservacié de la mostra

Aillem la SMA de I'animal des de l'origen aortic, fins les primeres ramificacions. Per tal
de facilitar la posterior orientacié de la mostra en el bloc de parafina, en aguest moment,
realitzem un nus a la part distal de I'arteria. També extraiem el gangli mesenteric superior
(SMG) situat entre la base de la SMA i I'artéeria aorta. Tant la SMA com el SMG immediatament
es fixen amb paraformaldehid tamponat al 4% durant 20 hores i es conserven amb etanol
al 50% a 4°C. A més a més, la glandula adrenal de I'animal, s'ailla del teixit connectiu que
I'envolta i rapidament, es submergeix en RNA later (Ambion), on es conserva a 4°C fins al seu

processament.

Inclusié amb parafina
Abans d'incloure la SMA en el bloc de parafina, es divideix en dues parts, seccié proximal i distal

a l'aorta. La inclusié es realitza tal i com s'explica a I'apartat d'imunohistoguimica 1.1.2.2
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Talls histologics
Es realitzen talls de 3 ym amb el microtom de cadascuna de les mostres, i s'inclouen en

preparacions successives.

Pre- tractament de la mostra
* Les mostres es desparafinen a 60°C durant 60min.
+ A continuacid, es realitza el procés de deshidratacio, dins de cubetes, sense agitacid i a

temperatura ambient:

soluci6  temps (min)

xilol 5x2
etanol 100% 3x2
etanol 95% 2x2
H,0 d 5

- S'apliquen 10ul de proteinasa K (10ug/mL), i s'incuba a I'hibridador (Dako) a 37°C durant
2 hores

+ Aquest pre-tractament de proteolisis es para amb etanol absolut durant 10 segons i 30
segons més en H,0. Deixem assecar les preparacions.

Imunodeteccié
« Per tal d'evitar estructures secundaries, escalfem la sonda a 55°C durant 5 minuts.
+ Sobre cada mostra, apliqguem 30puL de la solucié de la sonda, 500ng de sonda en tampo
d'hibridacié (reactiu del kit In situ hybridization Kit Plus, Agilent Technologies). En el cas del
control negatiu, s'aplica aguesta solucié en abséncia de sonda.
* La hibridacié de la sonda amb I'RNAm de la Th, es porta a terme en un hibridador (Dako),
amb un primer pas de desnaturalitzacié, 1 minut a 94°C, i un segon, d'hibridacié, tota la nit
(aproximadament 17 hores) a 55°C.
+ Les preparacions es renten amb SSC 2x durant tot el mati.
* Es realitza un rentat amb H20 destil-lada.
« Per prevenir la hibridacié inespecifica, les mostres s'incuben amb formamida desionitzada
al 50% (v/v) en SSC 2x a 50°C durant 10 minuts.
* A continuacid, s'efectuen 3 rentats de 10 minuts de SSC 1x.
* Les preparacions s'incuben amb tampd de bloqueig 1x durant 10 minuts en agitacié.
* Després d'assecar els portes, s'aplica sobre cada mostra 15yl de solucié d'anticos anti-
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digoxigenina conjugat amb fosfatasa alcalina (diluci6 1/250), i es deixa incubar a temperatura
ambient durant 1 hora.

« Per tal d'eliminar I'excés de I'antic0Os es realitzen dos rentats de 5 minuts amb una solucié
de 100 mM Tris-HCI (pH 7.5) i 150mM de NaCl, i un darrer rentat amb H,O destil-lada.

+ A continuacid, les preparacions s'incuben amb 20ml de la solucié de substrat (CBIP/NBT)
a 4°C durant tota la nit.

« S'elimina I'excés de substrat amb abundant aigua corrent, durant 2 minuts.

« Per la contratincié dels nuclis, les mostres es cobreixen durant 15 minuts a temperatura
ambient amb metyl green (Sigma-Aldrich) al 1% o bé amb fast red ( Sigma-Aldrich).

* Per eliminar I'excés de tincio, les preparacions es van rentar amb H,0 corrent.

« Deshidratem les mostres submergint els portes 10 vegades en alcohols creixents (etanol
al 70, 951100% v/v), finalment es deixen 5 minuts en xilol.

« El muntatge es realitza amb una gota de DPX (Dako) que posteriorment cobrim amb un

cobre-objectes.

8.1.3.2 RT-PCR a temps real

Extraccid i conservacié de la mostra

La SMA de l'animal s'ailla des de la base de la aorta fins les primeres ramificacions.
Immediatament després de I'extraccid, I'artéria es va divideix en dos parts iguals, seccid
proximal i seccio distal a I'origen aortic, i es submergeixen en RNAlater (Ambion). Les mostres

es conserven en aquesta solucié a 4°Cfins al seu processament.

Extraccié del RNA
L'RNA total de cadascuna de les seccions (proximals i distals) s'extreu utilitzant columnes
d'extraccio del kit Rneasy Fibrous Tissue Mini Kit (Quigen).

e Transcripcio reversa
Partint de 100ng de RNA total, realitzem la retro-transcripcié amb el kit High capacity cDNA
Archive kit (Applied Biosystems). A 10ul de la solucio de RNA afegim:

Reactius Volum (uL)
Tamp6 de RT 10X 2
solucié de dNTPs 25X 0.8
random Primers 10X 2
transcriptasa Reversa, 50U/uL 1
H,0 lliure de RNases 3.2
inhibidor de RNases 1
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Aquesta reaccié té lloc al termociclador GeneAmp® PCRSystem 2700 (Applied Biosystems) i

sota les condicions sén les segients:

hibridacié  extensio
temperatura (°C) 25 37
temps (min) 10 120

* PCR
La PCR es du a terme amb Tagman gene expression assays (Applied Biosystems) especifics
per Th, Dbh i18s (control endogen). A 10uL de cDNA obtingut, afegim:

Reactius Volum (L)
Tagman gene expression assay 1.25
Tagman Master Mix 125
H,0 lliure de RNases 1.25

Utilitzem el termociclador ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems),

sequint les seglients condicions:

activacio de la 40 cicles

AmpliTag Gold  desnaturalitzacio ~hibridacio /extensio
temperatura (°C) 94.5 97 59.7
temps (min) 10 0.5 1

Analisi

La quantificacié relativa dels gens Th i Dbh es realitza mitjancant el métode comparatiu Ct
(threshold cycle). Inicialment, els Cts corresponents als gens Th i Dbh, es normalitzen pel
Ct del gen enddgen (18s). Finalment, i definint la mostra de la seccié distal com a mostra
calibradora, es calcula la quantitat relativa (RQ) de Th i Dbh en la seccié proximal comparada

amb la distal, mitjancant el calculRQ =2 -,

8. MATERIAL | METODES

8.2 TECNIQUES D'EXPERIMENTACIO ANIMAL

8.2.1 Models experimentals d'hipertensié portal

8.2.1.1 Model de la lligadura calibrada de la vena porta
Induim una hipertensié pre-hepatica per estenosis calibrada de la vena porta a rates mascles
de la soca Sprague-Dawley (Charles River, Barcelona, Espanya), que pesen entre 250 i 300
grams tal i com previament havia descrit Vorobioff et al (14). Amb una incisié abdominal i sota
condicions d'anestesia amb isofluora (5% induccié i 2% manteniment) s'ailla la vena porta del
teixit gras mitjancant una lligadura, posteriorment, es col-loca una aqgulla de 20G (0.889mm)
de punta roma entre la lligadura i la vena, i finalment, després de tancar amb forca el nus,
es retira I'agulla. A les rates control (sham) se les sotmet a una operacié ficticia, realitzant
exactament la mateixa operacié amb la diferéncia que després de l'aillament de la vena porta
no es procedeix a la lligadura. Després de la intervencid, els animals tornen al seu allotjament,

on hi resten 14 dies amb lliure accés a aigua i menjar.

8.2.1.2 Model de cirrosi per tetraclorur de carboni
Induim una cirrosi hepatica a rates Sprague-Dawley (Charles River) amb pes inicial entre 100 i
120g mitjangant unaingesta forcada de tetraclorur de carboni(CCl,), talicom es descriu en Oria
et al (122). Amb I'administracio de CCl, produim una hepatitis aguda, i amb la seva administracio
continuada generem una lesié hepatica cronica que condueix al desenvolupament de la cirrosi.
Per tal d'accelerar el model, administrem fenobarbital a I'aigua (0.3 g/I) una setmana abans de
comencar amb I'exposicié al hepatotoxic.. Administrem CCI, per via orogastrica una vegada a
la setmana sense anestesia i utilitzant una sonda de metall. El volum de la primera dosi és de
20pL per cada animal. La dosi es modifica segons la variacié del pes de I'animal a les 48 hores
després de la ultima administracié de CCl,, tal i com esta descrit en el protocol de Proctor
et al (123). A les rates control, que també se'ls hi afegeix fenobarbital a la beguda, en lloc de

I'nepatotoxic els hi administrem H,0.

Taula 7. Dosificacié del tetraclorur de carboni

Canvi de pes a les 48h després de la dosi < 6 setmanes de tractament > 6 setmanes de tractament
estable o augmentat augment de 60uL augment de 80uL
perdua de 2% -5.9% augment de 40uL augment de 60uL
perdua de 6% -10% augment de 20pL augment de 40uL
pérdua de.1% -15% mateixa dosi mateixa dosi

perdua de > 15% disminucio de 40uL disminuci6 de 40pL
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Considerem que I'animal ha desenvolupat cirrosi quan aquest presenta liquid ascitic, i ho
comprovem aixecant la rata per la cua i observant si hi ha deformacions abdominals. Per tal de
descartar una possible infeccid, s'analitza el liquid ascitic de cada rata cirrotica i es compten
les cel-lules polimorfonuclears amb una camera de comptatge cel-lular (camera Neubauer) al
microscopi. Les rates desenvolupen cirrosi, entre 8 i 15 setmanes després de la primera dosi
de CCL,.

8.2.1.3 Model de cirrosi per lligadura del conducte biliar

Induim una cirrosi biliar secundaria mitjancant la lligadura del conducte biliar a rates mascles
de la soca Sprague-Dawley (Charles River), que pesen entre 250 i 300 grams tal i com es
descriu en Lee et al, (124). Sota condicions d'anestésia amb isofluora (5% induccio i 2%
manteniment), dissequem el colédoc del greix subjacent, cranial a la sortida dels conductes
pancreatics. A continuacié, realitzem una doble lligadura amb seda de 5-0 i per evitar-ne la
repermeabilitzacié, efectuem una reseccié d'un porcié del colédoc entre les dues lligadures.
Una vegada finalitzada la cirurgia, administrem un tractament antibiotic profilactic (ampicil-lina
10mg/Kg) per via subcutania. Setmanalment, per evitar hemorragies, administrem a I'animal
vitamina k per viaintramuscular (8 mg/kg). A les 4 setmanes després de la cirurgia, considerem
gue I'animal ha desenvolupat fibrosi i cirrosi biliar (figura 13). Pel que fa a les rates control,
després de dissecar el conducte biliar no practiquem les lligadures. A aquests animals els hi

administrem tant el tractament antibiotic com el de la vitamina k.

Figura 13. Tincié d'hematoxilina i eosina de seccions de fetge sham i BDL

A) Fetge sham B) Fetge cirrotic. Magnificacié a 200X

8.2.2 Mesura dels parametres hemodinamics

Realitzem els estudis hemodinamics al cap de 14 o 28 dies, després d'haver practicat la
Iligadura de la vena porta (rates PVL) o del conducte biliar (rates BDL), respectivament. Les
mesures dels parametres hemodinamics es realitzen sota condicions d'anestésia amb ketamina
(100mg/kg) i midazolam (5mg/kg), per via intraperitoneal. Durant el registre, controlem que
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la temperatura rectal de I'animal es mantingui a 37°C. Les mesures s'enregistren mitjancant
la unitat d'adquisicié de dades PowerLab (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), que consta
del software Chart 5.0.

e Mesura de la pressié arterial mitja

Mesurem la pressié arterial mitja (MAP) mitjancant la canul-lacié intravascular de l'arteria
femoral dreta amb un cateter de polietile PE 50, que va connectat a un transductor de
pressié d'alta sensibilitat (Harvard Apparatus). Inicialment, fem una incisié a I'engonal dreta
de I'animal, i ens obrim pas, trencant el mudscul, fins que localitzem el paquet composat per
I'arteria, la vena i el nervi femoral. Un cop dissecada l'artéria, li realitzem una incisié amb una
agulla de 23G, i introduim la canula. Amb dos nusos (seda de 3-0), immobilitzem el catéter
dins l'artéria.

e Mesura de la pressié portal

Mesurem la pressié portal (PP) mitjancant la canul-lacié intravascular de la venaileocolica amb
un catéter de polietilé PE 50, que va connectat a un transductor de pressié d'alta sensibilitat
(Harvard Apparatus). Després d'una incisié abdominal, extraiem i expandim els intestins sobre
una gasa mullada amb serum fisioldgic. Una vegada localitzada la vena ileocdlica, introduim el
catéter directament per una ramificacié d'aquesta. Amb Loctite immobilitzem el cateter dins
de la vena.

e Mesura del flux mesenteéric

Mesurem el flux de I'artéria mesentérica superior (SMABF) mitjancant una sonda perivascular
ultrasonica (Doppler) d'iImm de diametre (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA). Després
de la incisié abdominal, aillem I'artéria mesenterica superior del teixit connectiu i gras que
I'envolta. Posteriorment, apliqguem un gel de transmissié d'ultrasons a la sonda per facilitar la
transmissié del senyal i finalment pincem I'arteria dissecada amb la sonda.

* Mesura de la resisténcia mesentérica
La resisténcia mesenteérica es determina mitjancant el seglient calcul: (MAP-PP)/SMABF

8.2.3 Administracié del farmac

Inicialment, anestesiem I'animal amb una mescla de ketamina (100mg/kg) i midazolam (5mg/
kg) per via intraperitoneal. A continuacid, rasurem la pota dreta de I'animal i després de
desinfectar la zona amb alcohol (70%), canul-lem la vena safena amb un catéter intravends
(Abbocat de 26G). Si a I'introduir el catéter, apareix sang a l'aspirar, indica que la col-locacié
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de l'agulla és l'adequada. Posteriorment, realitzem les operacions necessaries (descrites
a l'apartat anterior) per tal d'obtenir un registre continuo de la pressid arterial mitja, la
pressié portal i el flux mesentéric. Quan I'animal esta estabilitzat, és a dir, quan presenta
una fregliéncia cardiaca entre 350 i 400 bpm i la temperatura rectal és 37°C, registrem els
parametres hemodinamics basals. Al cap de 15 minuts, administrem el farmac, D,L-Threo-DOPS
(Sigma-Aldrich) dissolt en sérum sali 10mg/mL) a una dosi de 10mg/kg, per via intravenosa.
La mostra ha de fluir sense dificultat al torrent sanquini. Es realitza un registre continu i

simultani dels parametres hemodinamics durant 30 minuts.

8.3 REACTIUS | TAMPONS

* MICROARRAYS DE DNA
Solucié de rentat 1
6x SSC
0,005% (v/v) Triton X-102

Solucié de rentat 2
0.1x SSC
0.005% (v/v) Triton X-102

e WESTERN BLOT
Solucié de Krebbs

4.7 mM KCI
2.5 mM CacCl,
11 mM KH_PO,
1.2 mM MgSO,
25 mM NAHCO,
11.1 mM glucosa

Tampé de lisi per I'extraccié de proteines
10%(p/v) Deoxicolat sodic (Sigma-Aldrich)
6% cocktail d'Inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich)
en tampd RIPA (Sigma-Aldrich)

Running Buffer Lower (espai exterior)
1x NuPAGE MES SDS Running Buffer

Running Buffer Upper (espai intragels)
200 mL 1x NuPAGE MES SDS Running Buffer
500pl Antioxidant

TBS 10x (1L)
160 g NaCl
4 g KCI
150 g Tris-HClI
pH:8 amb HCI

TBS-T 1x
0,1% (p/v) Tween 20 (Sigma Aldrich)
en TBS 1x

Tampé de transferéncia (1L)
50 mL NuPAGE Transfer Buffer 20x
1 mL NuPAGE Antioxidant
100 mL MeOH*
849 mL H,0 mQ
*per transferir dos gels (200 mL)

* IMUNOHISTOQUIMICA

Tampé citrat
10mM tri-sodium citrate
pH 6

Tampé d'acid Maleic
0.IM acid Maleic
0.15M NaCl, pH7.5

* HIBRIDACIO IN SITU

Solucié de Bloqueig 10x

8. MATERIAL | METODES

10% (p/v) de blokng solution (Roche Diagnostics) en Tampé d'acid maleic

Tamp6 de bloqueig
O.ImL Trité X-100

1
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2mL albdmina de sérum bovi

97.9mL solucié de blogueig 1x 9. B I B L I OG RA F I A

Solucié d'anti-digoxigenina

0.5ul anti-digoxigenina (Roche Diagnostics)
124.5ul tampd de bloqueig

Tampd de deteccid
0.IM TrisHCI
0.IM NaCl
pH 9.5

Solucié de substrat cromogeénic (CBIP/NBT)
200ul substrat chromogenic (Roche Diagnostics)

10mL Tampé de deteccié

Solucié de substrat quimiluminiscent (CSPD)
10ul CSPD (Roche Diagnostics)
990 ul Tampé de deteccid
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