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aaUTP, 5-(3-aminoalil)-UTP

AEA, anandamida 

Akt, proteïna kinasa B

AM, adrenomedulina

AMPc, adenosina monofosfat cíclica 

AVP, vasopressina 

AII, angiotensina II

BDL, model experimental de lligadura del conducte biliar

BH
4
, tetrahidrobiopterina

CCl
4
, tetraclorur de carboni 

CGRP, pèptid relacionat amb el gen de la calcitonina;

CO, monòxid de carboni; 

Ct, cicle llindar

Cy 
3/5

, cianina 3/5

DAG, diacilglicerol 

Dbh, dopamina ß hidroxilasa

ET, endotelina

eNOS, òxid nítric sintasa endotelial

F, flux sanguini portal

GO, gene ontology

HO, hemo-oxigenasa

H
2
S, sulfur d’hidrogen 

iNOS, òxid nítric sintasa induïble

IP
3
, inositol-trifosfat 

L-NAME, N-ω-nitro-L-arginina metil ester

LT, leucotrienes, 

MAP, pressió arterial mitja

MLC, cadenes lleugeres de miosina 

MRA, artèries de resistència mesentèrica

NA, noradrenalina 

nNOS, òxid nítric sintasa neuronal
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NO, òxid nítric

NOS, òxid nítric sintasa

NPY, neuropèptid Y 

PCR, reacció en cadena de la polimerasa

PGI
2
, prostaciclina

PKC, proteïna kinasa C 

PLC, fosfolipasa C 

PP, pressió portal

PVL, model experimental de lligadura calibrada de la vena porta

R, resistència vascular portal

RAAS, sistema renin-angiotensiná-aldosterona

RQ, quantificació relativa

RT, transcripció reversa

SMA, artèria mesentèrica superior

SMABF, flux mesentèric

SMAR, resistència mesentèrica

SMG, gangli mesentèric superior

Snap 25, proteïna del sinaptosoma de 25 Kd

SNS, sistema nerviós simpàtic 

Th, tirosina hidroxilasa

TNFα, factor de necrosis tumoral α

TXA
2
, tromboxà A

2
; 

VEGF, factor de creixement de l’endoteli vascular

VSM, cèl·lules vasculars del muscle llis 
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2.1	 FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSIÓ PORTAL 

La hipertensió portal és un síndrome clínic caracteritzat per un augment patològic de la pressió 

del sistema venós portal per sobre del seu valor normal (inferior a 6mmHg). Qualsevol procés 

que interfereixi en el flux de la sang portal pot provocar hipertensió portal. Les causes de la 

hipertensió portal es classifiquen segons la localització de l’augment de la resistència al flux 

portal que es pot donar en un àmbit pre-hepàtic com el cas de la trombosis portal, intra-hepàtic 

com la cirrosi hepàtica o bé post-hepàtic com el síndrome de Budd-Chiari. La hipertensió portal 

intra-hepàtica pot produir-se per diferents afeccions del fetge, però la cirrosi és la responsable 

de més del 90% dels casos en el món occidental. Quan el gradient de pressió portal (diferencia 

entre les pressions de les venes porta i venes supra-hepàtiques) augmenta a 10 mm Hg, poden 

aparèixer les complicacions de la hipertensió portal. La hipertensió portal promou la formació de 

vasos col·laterals, i a través d’aquests la sang portal es deriva a la circulació sistèmica sense passar 

pel fetge. Aquests col·laterals portosistèmics es formen per l’obertura i dilatació de conductes 

vasculars preexistents que connecten el sistema venós portal amb les venes caves superior i 

inferior. Aquests conductes, tancats en condicions normals, es dilaten a causa de l’augment de la 

pressió portal. El sistema anastomòtic mes important, és el sistema col·lateral gastroesofàgic, ja 

que inclou les varius esofàgiques, responsables de la principal complicació de la hipertensió portal: 

l’hemorràgia digestiva per trencament de varius esofàgiques. Altres manifestacions del síndrome 

de la hipertensió portal són l’encefalopatia hepàtica, l’ascites i la insuficiència renal. A causa de la 

gravetat d’aquestes complicacions, la hipertensió portal representa la primera causa de mort i de 

transplantament hepàtic en pacients amb cirrosi (1).

2.2	 FACTORS QUE INFLUEIXEN EN LA HIPERTENSIÓ PORTAL

Com en qualsevol sistema vascular, el gradient de pressió al llarg del sistema venós portal és el 

producte del flux sanguini portal per la resistència vascular que s’oposa a aquest. Segons la llei 

d’Ohm aquesta relació ve definida per

ΔP = Q x R

on ΔP és el gradient del flux portal, Q és el flux sanguini en la totalitat del sistema venós portal 

(que inclou les col·laterals portosistèmiques) i R és la resistència del sistema venós portal (suma 

de les resistències de la vena porta, del fetge i de les venes col·laterals). Aquesta relació indica que 

la pressió portal pot augmentar a causa d’un augment del flux sanguini portal, de la resistència 

vascular o d’ambdós alhora. De fet,  en pacients cirròtics, l’augment de la resistència al flux de sang 

portal és el factor principal desencadenant de la fisiopatologia de la hipertensió portal (2, 3).

2.3	 AUGMENT DE LA RESISTÈNCIA VASCULAR

• Resistència vascular intrahepàtica

En la cirrosi, la resistència vascular intrahepàtica esta localitzada principalment en els sinusoides 

hepàtics, com a conseqüència de la deformació de la arquitectura vascular hepàtica per fibrosis, 

la cicatrització i la formació de nòduls (4). Encara que el canvi morfològic que es produeix al 

fetge és el factor més important que intervé en la resistència intrahepàtica, treballs com el de 

Bathal i Grozsmann (5) van evidenciar que existeix un component dinàmic d’aquesta resistència, 

modificable per agents vasoactius endògens o farmacològics, i que representa un 40% de 

la resistència vascular del fetge cirròtic. Així, l’augment del to vascular intrahepàtic és una 

Figura 1. Mecanisme fisiopatològic de la hipertensió portal

NO, òxid nítric; CO, monòxid de carboni; PGI
2
, prostaciclina; TNFα, factor de necrosis tumoral α; 

AM, adrenomedulina; H
2
S, sulfur d’hidrogen; AEA, anandamida; CGRP, pèptid relacionat amb el 

gen de la calcitonina; NA, noradrenalina; AII, angiotensina II; AVP, vasopressina; ET, endotelina; 
TXA

2
, tromboxà A

2
; LT, leucotrienes, R, resistència vascular portal; F, flux sanguini portal.
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conseqüència d’un desequilibri produït per un increment a la resposta de vasoconstrictors, com 

l’endotelina, vasoconstrictors adrenèrgics, tromboxà, leucotrienes o angiotensina II (6-10) i per 

una dèficit tant en la producció com en la resposta, de vasodilatadors, principalment, d’òxid nítric 

(NO) (8, 11).

• Resistència portocolateral

En la hipertensió portal avançada, la circulació col·lateral pot transportar més del 90% de la 

sang que entra al sistema portal. En aquestes circumstàncies és obvi que la resistència d’aquests 

vasos pot influir notablement en la resistència global al flux sanguini portal i per tant sobre la 

pressió portal. Els elements que modulen la resistència col·lateral no són ben coneguts, tot i 

així agents vasoconstrictors (vasopressina i inhibidors no selectius de receptors β adrenèrgics), 

incrementen significativament la resistència portocolateral. Altres estudis han mostrat que la 

formació de vasos porto-sistèmics està relacionada amb processos angiogènics dependents del 

factor de creixement de l’endoteli vascular (VEGF), els quals poden ser atenuats si s’interfereix 

la via de senyalització de VEGF/VEGF receptor-2. (12, 13)

2.4	 AUGMENT DEL FLUX SANGUÍNI

Un augment del flux d’entrada de la vena porta és una característica fonamental de la hipertensió 

portal (14). Aquest augment del flux sanguini que contribueix a perpetuar i a agreujar el síndrome 

de la hipertensió portal, és conseqüència d’una important vasodilatació arteriolar en els òrgans 

esplàcnics que drenen la vena porta. Així doncs, en la hipertensió portal, la circulació esplàcnica 

i també la sistèmica és hipercinètica, i implica un augment de l’índex cardíac així com un descens 

de la pressió arterial i de la resistència vascular perifèrica (sistèmica) (15). Aquests trastorns 

hemodinàmics associats a la hipertensió portal (vasodilatació arteriolar sistèmica, disminució de 

la resistència perifèrica, hipervolemia i augment del consum cardíac) és el què es coneix com 

síndrome de circulació hiperdinàmica i condueix a un augment del flux sanguini portal i a agreujar 

la hipertensió portal (16), encara que es desenvolupin col·laterals portosistèmiques per tal de 

descomprimir el sistema. 

Els mecanismes descrits fins al moment, que contribueixen a la vasodilatació esplàncnica de la 

hipertensió portal són per una banda, l’augment de la concentració de vasodilatadors circulants, 

l’increment de la producció endotelial de vasodilatadors locals i finalment, la reducció de la 

resposta vascular en front als vasoconstrictors. Aquest últim mecanisme, és probablement una 

conseqüència de l’augment del nivell de vasodilatadors (circulants i paracrins).

• Vasodilatadors circulants

Diferents estudis s’han centrat amb el paper potencial dels vasodilatadors circulants per 

promoure la circulació hiperdinàmica esplàncnica observada en la hipertensió portal. S’ha 

observat un augment de la alliberació d’agents vasodilatadors endògens que podrien contribuir a 

la hiperèmia esplàncnica per un doble mecanisme: provocant la relaxació del muscle llis vascular i 

disminuint la sensibilitat front els vasoconstrictors endògens com la noradrenalina, angiotensina 

II i vasopressina (17). El glucagó, un pèptid de 29 aminoàcids, és probablement el vasodilatador 

humoral  pel que existeixen més evidencies de que juga un paper significatiu en promoure la 

hiperèmia esplàncnica en la hipertensió portal (18). Diversos estudis han determinat nivells 

elevats d’aquesta hormona en pacients cirròtics i en models experimentals d’hipertensió portal. 

A més, estudis en rates sanes, en els que s’ha augmentat el  glucagó circulant a nivells similars 

als observats en la hipertensió portal, han mostrat un augment significatiu del flux sanguini 

esplàncnic. Aquest conjunt d’evidències donen força a l’estratègia terapèutica per disminuir la 

hipertensió portal basada en inhibidors del glucagó (somatostatina i anàlegs). 

Estudis recents indiquen que els endocannabinoids podrien jugar un paper important en la 

circulació hipercinètica associada a la hipertensió portal (19, 20). S’han determinat nivells elevats 

d’anandamida (cannabinoid endogen) en mostres de sang de pacients cirròtics així com en rates 

cirròtiques. A més a més, el bloqueig del receptor cannabinoid CB1 disminueix el flux sanguini 

portal i augmenta la pressió arterial en rates amb hipertensió portal. El mecanisme d’acció és 

encara incert, però s’ha proposat que un increment de la producció de NO, produït per l’activació 

dels receptors endotelials CB1, en podria ser la causa (21).

• Vasodilatadors endotelials 

En el context de la patogènia de les anomalies circulatòries de la hipertensió portal, també s’han 

determinat substancies vasoactives paracrines produïdes per l’endoteli vascular, com l’òxid 

nítric, el monòxid de carboni o la prostaciclina, que tenen un paper molt important . Es creu 

que el principal factor responsable del desenvolupament de la circulació hiperdinàmica és la 

hiperproducció de l’òxid nítric (22). Paradoxalment, la síntesi d’òxid nítric es troba reduïda en el 

fetge cirròtic comparat amb el fetge sa (23). Així doncs, l’òxid nítric estaria jugant un doble paper, 

per una banda, el dèficit de la alliberació del NO en la circulació intrahepàtica podria contribuir 

a l’augment de la resistència observada en la cirrosi i per altre banda, una excessiva quantitat 

d‘òxid nítric podria ser la responsable de la vasodilatació esplàncnica i sistèmica. Aquest excés 

de NO en la circulació esplàncnica, s’evidencia en estudis experimentals on l’administració aguda 

d’antagonistes específics de l’òxid nítric, provoquen una vasoconstricció esplàncnica i sistèmica, 

la qual atenua la circulació hiperdinàmica d’aquests animals (22). A més a més, la hiperproducció 

de NO s’ha demostrat in vitro en mostres d’artèria mesentèrica de rates amb hipertensió portal 
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(24). Finalment, la determinació de concentracions elevades de nitrits i nitrats (productes de 

l’oxidació del NO) en mostres de sèrum i orina en pacients cirròtics, consolida el paper rellevant 

de l’òxid nítric en les alteracions vasculars de la hipertensió portal (25).  

La producció de NO és catalitzada per la òxid nítric sintasa (NOS), que transforma la L-arginina 

en L-citrulina amb la presència de cofactors com la tetrahidrobiopterina (BH
4
) 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 Ca2+ en presencia de calmodulina, i per 

altre banda, la iNOS, induïble per citoquines i endotoxines i independent de Ca2+ (26). Inicialment, 

s’havia proposat (Vallance i Moncada) que la isoforma induïble era la responsable de l’excés de 

NO a la circulació esplàncnica i sistèmica (27). Aquesta hipòtesi es basava en que l’endotoxèmia 

(present en la cirrosi), activava l’expressió de iNOS en les parets vasculars. Aquesta hipòtesi 

no va ser validada, perquè es va demostrar que la iNOS no es trobava sobreexpressada en la 

vasculatura esplàncnica de les rates cirròtiques, i que la dexametasona (inhibidor de iNOS), no 

prevenia el desenvolupament de la circulació hiperdinàmica als animals (28, 29). Posteriorment, 

diversos laboratoris van demostrar que la forma endotelial de la NOS era la responsable de 

l’excés de NO descrit (28-31). Dels estímuls que promouen la sobre expressió de eNOS, un dels 

més importants és l’estrès per fregament, però la translocació bacteriana i el shunt porto-

sistemic per se també tenen un paper important en la inducció de la vasodilatació depenent de 

NO (28, 29, 32-37). Tot i així, estudis seqüencials realitzats en el model de lligadura calibrada de 

la vena porta, han demostrat que l’activació de eNOS té lloc abans de l’aparició d’aquests tres 

factors (31, 38), de fet, s’observa una sobre-expressió d’aquest enzim a les 10 hores després 

d’haver practicat la lligadura (39). Això indica que l’activació de eNOS és un factor inicial en 

el desenvolupament de la vasodilatació i d’altre banda ens mostra que ha d’existir algun altre 

mecanisme dels mencionats anteriorment que intervingui a les fases inicials de la hipertensió 

portal. En aquesta direcció, s’ha proposat que la vasoconstricció mesentèrica reflex observada 

just després de la lligadura, podria ser la responsable de l’activació de l’enzim (39). Estudis a 

nivell molecular, mostren que en estats preliminars de la hipertensió portal, es detecta abans 

l’increment de l’activitat de eNOS que no pas l’augment de l’RNA missatger d’aquest enzim. 

La única resposta a aquesta paradoxa és una activació de eNOS a nivell post-translacional a 

través de la fosforilació d’Akt (38). Un altre mecanisme responsable de l’activació de eNOS 

proposat és la translocació bacteriana. L’endotoxemia derivada de la translocació bacteriana, 

estimula la GTP cicloxigenasa, present en els vasos mesentèrics, augmentant la producció de 

la BH
4
, cofactor essencial per la eNOS (40). Així, estudis amb animals, que utilitzen antibiòtics 

per la descontaminació intestinal, han demostrat que l’augment de la biodisponibilitat de BH
4
 

com a resultat de la translocació bacteriana contribueix en l’augment de l’activitat de eNOS (41). 

Un altre font de l’excessiva producció mesentèrica de NO és la nNOS, la qual s’expressa en les 

neurones perivasculars nitrèrgiques. Utilitzant la perfusió de vasos mesentèrics, s’ha demostrat 

que l’alliberament de NO, per via de la nNOS, augmenta en resposta a l’estimulació elèctrica dels 

nervis perivasculars en rates amb hipertensió portal. En concordança amb aquests resultats, 

s’ha determinat una sobre-expressió de nNOS als nervis perivasculars de l’arteria mesentèrica 

superior en rates amb hipertensió portal pre-hepàtica (42, 43).

De la mateixa manera que el NO, el monòxid de carboni (CO), és una molècula de gas endògena 

capaç de regular el to vascular. El CO és un dels productes del procés de degradació del grup hemo, 

que consisteix en una sèrie de reaccions autocatalítiques portades a terme per l’enzim hemo-

oxigenasa (OH). Diversos estudis suggereixen la implicació del CO en la vasodilatació arterial 

derivada de la cirrosi. Per una banda, s’ha determinat un augment tant de l’expressió com de 

l’activitat de la forma induïble de l’enzim hemo-oxigenasa (OH-1) en teixits d’origen esplàncnic en 

animals amb hipertensió portal, i per altre banda, la inhibició simultània del NO i HO ha demostrat 

que reverteix de forma completa la reducció de la resposta vasoconstrictora al clorur de potassi 

en el territori mesentèric (44). 

Una altra substancia amb funció vasodilatadora que podria jugar un paper important en la 

circulació hiperdinàmica és la prostaciclína (PGI
2
). La prostaciclina, produïda per les ciclooxigenases 

(COX1 i 2) i alliberada del endoteli, indueix una relaxació del muscle llis per l’estimulació de l’adenilat 

ciclasa i la generació de l’adenosina monofosfat cíclica (AMPc). S’ha demostrat que pacients 

cirròtics presenten alts nivells sistèmics de prostaciclina circulant. A més, aquesta prostaglandina 

també es troba elevada tant a la vena porta com a l’artèria aorta de rates amb hipertensió portal 

(45, 46). En la mateixa línia, la inhibició de la biosíntesis de prostaglandines amb indometacina 

redueix la circulació hiperdinàmica i la pressió portal en pacients amb cirrosi i hipertensió portal 

(47). 

Per altre banda, existeixen estudis que indiquen que el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), 

produït per les cèl·lules mononuclears i activat per endotoxines bacterianes, es troba en nivells 

elevats en el context d’hipertensió portal, i es creu que podria ocupar una posició rellevant en 

la vasodilatació esplàcnica observada en la hipertensió portal. De fet, antagonistes del TNF-α 

(anticossos anti- TNF-α o inhibidors de la seva síntesis) inhibeixen el desenvolupament del 

síndrome circulatori hiperdinàmic en rates amb hipertensió portal pre-hepàtica o amb cirrosi biliar 

secundària (48, 49). El mecanisme d’acció del TNF-α en la hipertensió portal és encara desconegut, 

tot i que s’ha demostrat que estimula l’expressió gènica de l’enzim clau per la biosíntesis de 

BH
4
, la GTP-ciclohidrolasa, en les cèl·lules endotelials (50, 51). Així, augmentant la producció  

de BH
4
, directament s’incrementaria la biodisponibilitat del NO derivada de la eNOS (50, 52). 

Un altre candidat a tenir un paper important en la regulació de la circulació hiperdinàmica, 

és l’adrenomedulina, un pèptid i potent vasodilatador. Els pacients cirròtics, presenten un elevat 

nivell d’adrenomedulina circulant, el qual ha estat associat directament amb nivells plasmàtics 
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de nitrits i amb l’expansió del volum plasmàtic, i inversament correlacionat amb la resistència 

perifèrica (53). L’adrenomedulina, fosforila i activa l’enzim Akt i augmenta la producció de cGMP 

(indicador de NO) en l’artèria aòrta de rata (54). Aquestes dades suggereixen que aquest pèptid 

podria estar implicat en l’activació d’Akt i de eNOS en artèries de la circulació esplàncnica i 

sistèmica en la hipertensió portal (55).  

Recentment, un conjunt d’evidències, ha introduït una nova molècula en el focus d’estudi dels 

possibles agents vasodilatadors que participen en la circulació hiperdinàmica, el sulfur d’hidrogen 

(H2S). Aquest gas, és un potent vasodilatador endogen present a l’aorta (56, 57) i en les arteries 

mesentèriques (58). Una injecció intravenosa d’H
2
S implica una disminució transitòria de la 

pressió arterial de rates (de 20 a 12mmHg). El mecanisme de relaxació del teixit vascular d’aquest 

gas s’explica per l’estimulació dels canals ATP-sensitius de K+ (K
ATP

), independent de l’activació 

de la via cGMP, com en el cas del NO o el CO (59). De totes maneres, el rol del H
2
S en el síndrome 

circulatori hiperdinàmic encara no s’ha explorat directament en el context de la cirrosi.  

Tot i que probablement l’òxid nítric tingui un paper rellevant en aquesta alteració vascular, 

s’ha demostrat que la inhibició del NO atenua, però no normalitza, el síndrome hipercinètic de 

la hipertensió portal, la qual cosa suggereix que la regulació de la vasodilatació esplàncnica 

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

• Hipo-resposta a vasoconstrictors

La baixa pressió arterial i la hipovolèmia central desencadena l’activació de diversos sistemes 

de regulació vascular com el sistema renin-angiotensiná-aldosterona (RAAS), el sistema nerviós 

simpàtic i l’alliberació no osmòtica de la arginina vasopressina, en un intent de mantenir estable 

la pressió arterial mitjançant la vasoconstricció i la retenció de sodi i aigua. Tot i així, diversos 

estudis de perfusió de vasos aïllats procedents de diferents models animals d’hipertensió 

portal, suggereixen que existeix un component vascular de hiporesposta a vasoconstrictors. 

Aquesta hiporesposta de les parets vasculars esplàncniques als agents vasoconstrictors, explica 

perquè la circulació hiperdinàmica augmenta amb la progressió de la malaltia, tot i la activació 

d’aquests sistemes vasoconstrictors homeostàtics. A més a més, la persistent activació d’aquests 

sistemes sembla empitjorar el component dinàmic de la resistència intrahepàica i promou la 

vasoconstricció, la isquèmia i la subseqüent formació d’estrès oxidatiu en diferents òrgans (fetge 

o ronyó). La hiporesposta a vasoconstrictors intervé tant en l’augment de la vasodilatació en 

territoris esplàncnics, com en la vasoconstricció d’òrgans essencials i desencadena el trastorn 

multiorganic de la cirrosi. Donat que tant l’afinitat com el nombre de receptors als vasoconstrictors 

endògens no es troben reduïts a la hipertensió portal (61, 62), ha d’existir una disfunció de la via 

de senyalització de la contracció a nivell de sub-receptor.

Figura 2. Vies de senyalització cel·lular associades a  la vasodilatació esplàcnica

DAG, diacilglicerol; GPCR, receptors acoblats a la proteïna G; IP
3
, inositol-trifosfat; MLC, cadenes 

lleugeres de miosina; PIP
2
, inositol-bifosfat; PKC, proteïna kinasa C; PLCβ; fosfolipasa C β; VSMC, 

cèl·lula vascular del muscle llis.

L’estat contràctil de les cèl·lules vasculars del muscle llis (VSM) depèn essencialment de l’estat 

de fosforilació de les cadenes lleugeres de miosina (MLC). Els agonistes contràctils tendeixen a  

augmentar la fosforilació de les MLC via l’activació de les MLC kinasa. La MLC fosforilada activa 

a la actina-miosina ATPasa, donant a lloc a la contracció del muscle llis. En condicions normals, 

no només els vasoconstrictors endògens, com les catecolamines o la angiotensina, sinó també 

la vasopressina i les leucotrienes, actuen via l’estimulació de receptors acoblats a la proteïna 

G. Aquests receptors, subseqüentment activen altres efectors com la fosfolipasa C β (PLCβ) i la 

GTPasa RhoA, donant a lloc a la fosforilació de MLC. L’activació de la PLCβ implica la hidrolització 

de l’inositol-bifosfat (IP
2
) a inositol-trifosfat (IP

3
) i diacilglicerol (DAG). L’alliberament del segon 

missatger IP
3
 indueix l’alliberament de Ca2+ des del reticle endoplasmàtic, mentre que el DAG 

interacciona amb la proteïna kinasa C (PKC), la qual modula un ampli assortiment de processos 

cel·lulars que desencadenen la regulació del to vascular. En canvi, l’activació de RhoA, i la 

subseqüent activació de la RhoA kinasa, inhibeix la MLC fosfatasa, afavorint l’estat fosforilat de 

MLC, i la contracció vascular. Aquestes vies de senyalització de la contractilitat vascular es troben 

alterades en la hipertensió portal donant lloc a una hipocontracció i vasodilatació arterial. De fet, 

en rates amb cirrosi biliar secundària (BDL), s’ha observat una disfunció de la via de senyalització 

de PLC, en reacció a l’angiotensina, que implica una reducció de l’activació PLC i una subseqüent 

disminució de la producció de IP
3
 (63). Recents estudis, han revelat que en rates BDL, existeix una 

disminució de l’activitat de RhoA kinasa que dona lloc a una alteració a la contractilitat vascular en 

vasos extrahepàtics que podria contribuir a la vasodilatació esplàncnica i sistèmica (61, 64).
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2.5	 SISTEMA NERVIÓS A LA HIPERTENSIÓ PORTAL

Estudis histològics han revelat que el muscle llis vascular està innervat per neurones que presenten 

imunoreactvitat per NOS (65), per la acetilcolina transferasa, o per la tirosina hidroxilasa. Aquestes 

neurones postganglionars eferents, identificades com nitrèrgiques, colinèrgiques i noradrenergiques, 

controlen la contractilitat de les cèl·lules vasculars dels vasos sanguinis. Funcionalment, s’ha 

demostrat que els nervis nitrèrgics, tindrien més rellevància en la regulació del to vascular que 

no pas els colinèrgics, la funció dels quals bàsicament es basa en modular la funció contràctil 

vasoconstrictora dels nervis adrenèrgics i vasodilatadora dels nitrèrgics (66).

En la circulació mesentèrica, tant de humans com de rosegadors, la vasoconstricció induïda pel 

sistema nerviós simpàtic (SNS) és principalment transmesa pels receptors post-sinàptics adrenèrgics 

α1 (67). De fet, l’estimulació dels receptors adrenèrgics α1, representa el mecanisme més important 

pel qual el SNS regula la resistència vascular esplàncnica. S’ha descrit que la vasoconstricció com a 

resposta a l’estimulació dels nervis peri-vasculars de l’artèria mesentèrica es pot abolir mitjançant 

la tetrodotoxina (neurotòxic), la guanetidina (bloquejador de les neurones adrenèrgiques), el 

prazosin (antagonista del adrenoreceptor α1) o la 6-hidroxidopamina (destructor de les neurones 

adrenèrgiques) (68, 69). Així doncs, és més que probable que la noradrenalina alliberada de les 

terminals nervioses adrenèrgiques, sigui la principal responsable de la regulació del to dels vasos 

sanguinis perifèrics. En un treball de Benoit i col·laboradors (70), es va determinar que la resposta 

al bloqueig de vasoconstrictors en animals amb hipertensió portal diferia dràsticament amb les 

rates control. En el cas de les rates control, la influencia de la vasopressina i dels agents adrenèrgics 

α en el manteniment de la resistència de la microvasculatura intestinal era més important que no 

pas la de l’angiotensina II. En canvi, el bloqueig adrenèrgic α, en rates PVL, no produïa canvis en 

el diàmetre arteriolar de la microcirculació intestinal, mentre que el bloqueig de la vasopressina o 

l’angiotensina estava associat a una dilatació de les arterioles de la vasculatura intestinal. Aquest 

resultat, suggereix una pèrdua del to vascular adrenèrgic en el context de la hipertensió portal. 

Conjuntament amb la NA, el neuropèptid Y (NPY), és un dels principals 

neurotransmissors del sistema nerviós simpàtic. El NPY i la NA s’emmagatzemen i 

s’alliberen de la mateixa vesícula pre-sinàptica ubicada en les terminals sinàptiques 

simpàtiques (71). L’efecte biològic del NPY està regulat per diferents receptors  

(Y1-Y6), dels quals el receptor Y1 de les cèl·lules vasculars del muscle llis, és el principal responsable 

dels efectes vasculars. L’estimulació del receptor Y1 (acoblat a la proteïna G) potencia la 

vasoconstricció a través de la noradrenalina. La sinèrgia entre NPY i NA és molt important en la 

regulació del to vascular. De fet, en rates amb hipertensió portal, però no en rates sham, el NPY a 

través del receptor Y1, augmenta la contractilitat vascular i corregeix la hiporesposta vascular (72). 

Per tant, la rellevància del neurotransmissor NPY s’incrementa dins del context de la hipertensió 

portal, ja que optimitza la vasoconstricció adrenèrgica restaurant així l’eficàcia de les catecolamines 

endògenes en la circulació esplàncnica de la hipertensió portal. 

Un gran nombre de evidencies ha demostrat que existeix un augment de l’activitat del 

sistema nerviós simpàtic (SNS) en la fisiopatologia de la hipertensió portal (73). En pacients 

cirròtics, l’activitat del SNS es troba elevada en diferents parts del sistema hepato-esplancnic, 

inclosos teixits o estructures vasculars drenats per les col·laterals porto-sistèmiques. 

Tanmateix, s’ha determinat una relació positiva entre la noradrenalina i la adrenalina 

circulant i la progressió de la malaltia (73). Així, pacients amb malaltia hepàtica avançada  

(Child C), amb una hipertensió portal pronunciada, una alta retenció de sodi i amb el síndrome 

hepatorenal establert, presenten alts nivells de NA en plasma. A més a més, s’ha demostrat 

que existeix una correlació entre els nivells de NA circulants i la supervivència del malalt (74). 

L’estimulació del SNS, mitjançant l’increment de noradrenalina en plasma, s’entén com un intent 

de compensar i contrarestar l’estat de vasodilatació arterial i la hiporeactivitat vascular. De totes 

maneres, tot i els elevats nivells de catecolamines endògenes circulants, la hipotensió arterial 

persisteix durant tot el desenvolupament de la malaltia. Tot i així, diverses evidencies demostren 

que existeixen diferencies regionals en la distribució de l’activació del sistema nerviós simpàtic en 

el context de la cirrosi (75, 76).

Per altre banda, la NOS, no només es produeix en les cèl·lules endotelials (eNOS), sinó que també 

es troba en nervis peri-vasculars (nNOS). Aquests nervis, la funció neurotransmissora dels quals, 

depèn de l’alliberació de NO, s’anomenen nitrèrgics, i produeixen vasorelaxació de les cèl·lules del 

muscle llis. Diferents estudis demostren que existeix una sobre-expressió de nNOS en els nervis 

peri-vasculars de les arteries mesentèriques de rates amb hipertensió portal (42). Aquest resultat, 

suggereix que la hiperproducció de NO depenent de nNOS podria jugar un paper important en la 

vasodilatació arterial de la hipertensió portal. Tanmateix, s’ha descrit que la inhibició no selectiva 

de NOS per L-NAME (N-ω-nitro-L-arginina metil ester)  augmenta la vasoconstricció induïda per 

l’estimulació dels nervis peri-vasculars en artèries mesentèriques sense endoteli. A més,  la 

inhibició selectiva de nNOS per L-VNIO (vinil-L-N-5-(1-imino-3-butenil)-L-ornitina), també augmenta 

la resposta adrenèrgica vasoconstrictora (77). Aquests resultats suggereixen que el NO pre-sinàptic 

podria inhibir l’alliberament de NA de les terminals nervioses adrenèrgiques.

La via neuronal que controla el sistema cardiovascular inclou la branca efectora composada 

per les fibres post ganglionars simpàtiques o parasimpàtiques, el nucli regulador del sistema 

cardiovascular situat en el sistema nerviós central, i la innervació aferent primària (neurones 

sensitives). Per una banda, aquestes neurones aferents, alliberen pèptids vasodilatadors, com 

la substància P o el pèptid relacionat amb el gen de la calcitonina (CGRP). Per altre banda, són 

sensibles a la capsaicina, un agonista del receptor vaniloid, que indueix l’alliberament de CGRP de 
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les neurones sensitives primàries, donant lloc a l’esgotament de cGRP en aquests nervis.  De fet, 

s’ha descrit que l’estimulació dels nervis peri-vasculars de l’arteria mesentèrica en rata dona lloc a 

una vasodilatació d’origen neuronal la qual s’aboleix amb un pre-tractament amb capsaicina o amb 

un antagonista del receptor de CGRP (CGRP8-37) (78). Així, l’alliberament de CGRP, produeix una 

vasodilatació de l’artèria mesentèrica de rata. A més, hi ha estudis que suggereixen que els nervis 

CGRPèrgics inhibeixen la vasoconstricció adrenèrgica mitjançant l’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 vasodilatació 

esplàncnica en la hipertensió portal, ja que s’han trobat nivells elevats tant de  substància P com de 

CGRP, en pacients amb cirrosi i insuficiència hepàtica (79, 80).

2.6	 MODELS ANIMALS EN LA HIPERTENSIÓ PORTAL

La majoria del coneixement adquirit de la fisiopatologia de la hipertensió portal en les últimes 

dècades, s’ha extret dels models animals experimentals. La hipertensió portal no és només 

conseqüència d’un augment de la resistència al flux sanguini portal, sinó també d’un augment del 

mateix flux portal. Aquest concepte, que actualment és una evidència, no va ser establert fins el 

desenvolupament d’un model animal, que reproduïa fidelment les alteracions hemodinàmiques de 

la hipertensió portal. Els models experimentals disponibles difereixen en el curs i en la severitat de 

la hipertensió portal, així com en la insuficiència i la lesió hepàtica.

En un treball pioner realitzat per Chojkier and Grozsmann (81, 82) es va establir el model en 

rata per excel·lència de la hipertensió portal, el model de lligadura calibrada de la vena porta 

(PVL). Aquest model pre-hepàtic, consisteix en una lligadura al voltant d’una agulla de punta roma 

(20G) estirada sobre la vena porta. La subseqüent retirada de l’agulla condueix a una estenosis 

calibrada de la vena porta. El model de PVL reprodueix totes les alteracions hemodinàmiques 

que caracteritzen el síndrome circulatori hipercinètic que presenten els pacients amb hipertensió 

portal: augment de la pressió portal amb augment del flux portal, aparició de shunts porto-

sistèmics, vasodilatació esplàncnica amb augment del flux esplàncnic, hipotensió arterial i augment 

de l’índex cardíac. De fet, al cap d’una setmana, els animals ja tenen establert de forma completa 

el síndrome circulatori hiperdinàmic i el percentatge dels shunts porto-sistèmics (quantitat de 

flux sanguini portal derivat a les col·laterals porto-sistèmiques) són propers al 100%. Tot i així, la 

principal limitació d’aquest model és que la hipertensió portal es desenvolupa de forma aguda. 

De fet, el grau màxim d’hipertensió portal s’assoleix a les 24 hores post-lligadura, i posteriorment 

decau gradualment a causa del desenvolupament de les col·laterals porto-sistèmiques. També a 

les 24 hores, es detecta una vasoconstricció mesentèrica reflex, amb un subseqüent augment de 

la resistència esplàncnica. Aquests fets, contrasten clarament amb les manifestacions clíniques de 

la hipertensió portal. Un altre limitació del model és que no s’acompanya d’insuficiència hepàtica.

Per altre banda, també s’utilitzen models d’hipertensió portal intra-hepàtics sinusoïdals, com 

el model de lligadura del conducte biliar (BDL) i el model de cirrosis per inducció de tetraclorur de 

carboni (CCl
4
) o per tioacetamida (83-85). El model BDL, és un model de cirrosis biliar secundària 

especialment apropiat per la rata, ja que aquesta espècie no posseeix vesícula biliar. La cirurgia 

consisteix en lligar i seccionar una porció de colèdoc. Aquest model desenvolupa cirrosi-fibrosi 

biliar entre les 4 i les 6 setmanes. A les 4 setmanes, l’animal ja presenta les manifestacions 

típiques del síndrome hiperdinàmic i un shunt porto-sistèmic 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 l’agressivitat del seu curs. A més, els canvis de l’arquitectura 

hepàtica típica de la cirrosis són rarament observables, ja que la hipertensió portal és deguda a 

una congestió pre-sinudoidal mecànica. Un altre inconvenient d’aquest model es la formació d’un 

gran quiste biliar, que pot resultar en una compressió a la vena porta i un subseqüent augment de 

la pressió portal. Tot i així, aquest és l’únic model experimental en rata que reprodueix el síndrome 

hepatopulomonar (86). Per altre banda, l’administració de CCl
4
, causa una lesió hepàtica amb la 

producció del radical CCl
3
, via el citocrom P450. S’afegeix fenobarbital a l’aigua de beguda per 

tal d’agilitzar el metabolisme de CCl
4
 i la subseqüent síntesi de CCl

3
. Les rutes d’administració 

d’aquest hepatotòxic són la inhalació, la via orogàstrica (gavage) o la via intraperitoneal. Entre 

12 i 16 setmanes després de l’administració del CCl
4
, les rates desenvolupen cirrosi micronodular, 

hipertensió portal, shunt porto-sistèmic (30 al 60%) i les manifestacions del síndrome circulatori 

hiperdinàmic. Si l’administració es manté entre 12 i 20 setmanes, la majoria dels animals 

desenvolupen ascites. La diferent susceptibilitat dels animals front al CCl
4
 és la principal limitació 

d’aquest model, ja que dona lloc a una diferencia individual tant en la severitat de la cirrosi com en 

el temps en què es cursa el model (87). La tioacetamida afecta les àrees perivenulars i periportals. 

Aquesta toxina pot ser administrada en l’aigua de beguda o per una injecció peritoneal. Aquest 

model desenvolupa cirrosis macronodular en 12 setmanes. Tot i així, per establir el síndrome 

hiperdinàmic, es requereixen períodes més llargs d’administració (88).
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en el descobriment d’alteracions d’expressió gènica implicades en el trastorn arterial esplàncnic, 

des de les fases més inicials fins la instauració de la hipertensió portal en un model experimental de 

lligadura parcial de la vena porta en rata. 

Per tal d’assolir aquest propòsit, a 12 rates se’ls va practicar la lligadura calibrada de la vena 

porta (PVL) i a un altre grup de 12 rates, una operació fictícia (sham). A diferents punts en el temps: 

1, 6, 24 hores i 3, 5 i 14 dies, després de realitzar la lligadura o cirugia sham, es va extreure l’arteria 

mesentèrica superior (SMA) de cada animal. Les mostres seqüencials 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’anàlisi dels perfils d’expressió diferencial al llarg 

del temps, realitzat amb el programa maSigPro, va permetre la selecció de 418 gens amb perfils 

d’expressió ajustats a un model de regressió 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’expressió similar. Amb aquest agrupament, es van determinar 

principalment dos grans grups de gens (clusters) amb perfils de regulació 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 l’expressió temporal, 

presentava una tendència a l’augment de l’expressió 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-expressió a la primera hora post-

lligadura, un descens de l’expressió al llarg del model i una infra-expressió accentuada als 14 dies 

(fase crònica). A més, l’anàlisi 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 nerviós, en particular amb la via de transmissió adrenèrgica (en 50% de les expressions). 

Arribats a aquest punt, es van seleccionar 67 gens amb funcions associades al sistema nerviós i 

amb una expressió als 14 dies post-lligadura de -2 (log
2
ratio).

Figura 3. Perfil d’expressió de 67 gens al llarg del model PVL

Gens associats a funcions relacionades amb el sistema nerviós (cluster down) i amb valors 
d’expressió als 14 dies post-lligadura superior a -2 (log

2
ratio).

3.1	 HIPÒTESI I OBJECTIUS

Hipòtesi: 

L’òxid nítric no és l’únic responsable de les alteracions vasculars derivades de la hipertensió 

portal, sinó que han d’existir altres factors, els quals podrien modificar la seva expressió al llarg 

de la instauració del síndrome circulatori hiperdinàmic associat a aquesta fisiopatologia.

Objectius:

1. Determinar quines són les alteracions de l’expressió gènica que tenen lloc en l’arteria  

mesentèrica superior durant el desenvolupament del model d’hipertensió portal experimental 

en rata. 

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

des dels estadis més inicials fins a la instauració de la hipertensió portal experimental.

3. Corroborar el mecanisme proposat en un model d’hipertensió portal intra-hepàtic, com el de 

cirrosi per administració de tetraclorur de carboni.  

3.2	 RESUM

La vasodilatació arterial, regulada en part per l’òxid nítric (NO), col·labora en gran mesura en la 

fisiopatologia de l’alteració vascular del síndrome hiperdinàmic de la hipertensió portal en pacients 

amb cirrosi hepàtica. Tot i així, existeixen nombroses llacunes en els mecanismes de la producció 

d’òxid nítric, en el paper d’altres mediadors, en la importància de les alteracions vasculars en la 

microcirculació intestinal i finalment en la seqüència temporal de fenòmens biològics. Aquestes 

alteracions no són exclusives d’una activació del NO i per tant han de ser multifactorials i canviants 

al llarg del temps. 

La hipòtesi d’aquest primer estudi es construeix en base a dues premisses: 1) el model crònic 

d’hipertensió portal experimental (14 dies post-lligadura calibrada de la vena porta) reprodueix 

totes les alteracions hemodinàmiques que trobem en els pacients amb hipertensió portal i 2) 

l’estudi d’expressió gènica diferencial per microarrays de DNA permet determinar un gran nombre 

de gens que es co-expressen en una patologia determinada. Així, 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 

vasodilatació arterial esplàncnica. L’objectiu que ens vam marcar en aquest primer estudi consisteix 

3. ESTUDI 1 3. ESTUDI 1
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3.3	 MANUSCRIT ORIGINALLa quantificació 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 inducció amb tetraclorur de 

carboni). En aquest cas, 42 dels 50 gens (84%) presentaven infra-expressió significativa en la SMA 

de rata cirròtica (n=6) respecte a les control (n=4). De la mateixa manera, aquests gens també es 

van quantificar en arteries hepàtiques de rates cirròtiques (n=4) i rates control (n=6). En aquestes 

arteries, pràcticament no es va determinar expressió dels gens quantificats en les rates cirròtiques 

i control, tampoc es va determinar expressió diferencial significativa entre aquests dos grups. Per 

altre banda, la translació d’aquesta infra-expressió gènica a nivell de proteïna es va comprovar en 

mostres de SMA i de jejú, utilitzant el model experimental de PVL i el de cirrosi. D’aquesta manera, 

es va determinar, per Western blot, la inhibició tant de les proteïnes responsables de la biosíntesi de 

noradrenalina, tirosina hidroxilasa (Th) i dopamina β-hidroxilasa (Dbh) com de la proteïna implicada 

en la exocitosi del mateix neurotrasmissor, Snap 25, en mostres de SMA i de jejú en rates PVL i 

cirròtiques comparades amb les control. Així, la inhibició de Th va resultar de 65 i 71%, la de Dbh de 

55 i 66% i la de Snap 25, de 60 i 55%, en rates PVL i cirròtiques, respectivament. Finalment, per 

imunohistoquímica, també es va detectar una inhibició de l’expressió de Th i de noradrenalina en 

els paquets nerviosos peri-SMA de rates PVL comparats amb les control.

 En conclusió, la inhibició de la producció de RNA missatgers com de proteïnes, implicades amb 

la regulació de la neurotransmissió adrenèrgica, suggereix un trastorn del sistema simpàtic en 

l’arteria mesentèrica de rates amb hipertensió portal. Aquesta alteració observada en els nervis  

peri-vasculars autonòmics de l’arteria mesentèrica i no en l’artèria hepàtica de rates amb hipertensió 

portal, indica que la inhibició de la regulació adrenèrgica representaria una conseqüència local de la 

hipertensió portal i podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatació esplàncnica associada 

a aquesta fisiopatologia.
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4.1	 HIPÒTESI I OBJECTIUS

Hipòtesi: 

La infra-expressió dels RNA missatgers i proteïnes relacionades amb la neurotransmissió 

adrenèrgica observada en l’artèria mesentèrica de rates amb hipertensió portal s’acompanya 

d’un canvi estructural dels feixos nerviosos simpàtics que innerven la mateixa artèria.

Objectius:

1. Localitzar en l’artèria mesentèrica superior, l’origen dels RNA missatgers relacionats amb la 

transmissió adrenèrgica i infra-expressats en rates amb hipertensió portal.

2.	 Determinar si la inhibició de la transmissió adrenèrgica observada en rates amb hipertensió 

portal s’acompanya de canvis estructurals dels feixos axonals simpàtics que innerven l’artèria 

mesentèrica superior d’aquests animals.

3.	Comprovar que la inhibició de la transmissió simpàtica localitzada al tronc principal de 

l’artèria mesentèrica, també existeix en les artèries mesentèriques de resistència en rates amb 

hipertensió portal.

4.	 Corroborar la regressió simpàtica determinada en un altre model d’hipertensió portal  

intra-hepàtic, com el model de cirrosi biliar secundària per lligadura del colèdoc.

5.	Confirmar que l’atròfia dels nervis post-ganglionars simpàtics associada a la hipertensió portal 

representa un fenomen localitzat a la vasculatura mesentèrica.

  

4.2	 RESUM

El síndrome circulatori hiperdinàmic de la hipertensió portal en pacients amb cirrosi hepàtica 

contribueix de forma decisiva a moltes de les manifestacions clíniques de la malaltia. Aquesta 

alteració vascular es desencadena a causa d’una vasodilatació arteriolar sistèmica, especialment, 

en la circulació mesentèrica. Un excés en la producció d’òxid nítric es creu que és el principal 

mecanisme responsable d’aquesta vasodilatació arteriolar. Per altre banda, s’ha proposat que el 

sistema simpàtic podria participar en aquest procés. La hipertensió portal provoca una inhibició 

de la producció de RNA missatgers i proteïnes implicades en la neurotransmissió, fonamentalment 

adrenèrgica, en l’arteria mesentèrica superior (SMA) de rates amb lligadura de la vena porta (PVL) 

i rates amb cirrosi per tetraclorur de carboni (89). Aquesta inhibició del sistema adrenèrgic podria 

contribuir a la vasodilatació esplàncnica associada a la hipertensió portal. 

En base als resultats obtinguts en el primer treball ens vam proposar els següents objectius: 1) 

localitzar l’origen dels RNAm dels gens relacionats amb la neurotransmissió adrenèrgica en mostres 

d’artèria mesentèrica superior, 2) determinar si la infra-expressió de la transmissió adrenèrgica no 

només juga un paper funcional sinó que també s’acompanya de canvis estructurals dels nervis 

simpàtics peri-SMA, i finalment 3) comprovar si també existeix inhibició de la transmissió simpàtica 

en mostres d’artèria mesentèrica de resistència de rates amb hipertensió portal. 

Per tal de determinar la localització dels RNA missatgers dels gens relacionats amb la transmissió 

adrenèrgica es van realitzar dues aproximacions diferents. Per una banda, es va dividir la SMA de 

rates control (n=3) en dos parts iguals, secció proximal i distal a l’origen aòrtic, i es va realitzar RT 

PCR a temps real dels gens responsables de la síntesi de noradrenalina, tirosina hidroxilasa (Th) i 

dopamina β-hidroxilasa (Dbh), en les dues seccions. La quantificació relativa de l’expressió dels gens 

de la Th i la Dbh, va determinar la presencia de transcrits d’aquests gens en ambdues seccions. Tot i 

així, 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 hibridació in situ d’una sonda complementaria 

a l’RNA missatger del gen de la Th marcada amb digoxigenina, en les mateixes seccions de SMA així 

com en el gangli simpàtic mesentèric. Aquesta tècnica, ens va permetre localitzar dels transcrits 

de Th tant en els somes neuronals que composen el gangli mesentèric com en l’interior dels feixos 

nerviosos peri-SMA de la secció proximal. Per contra, no es va detectar tinció positiva per Th en 

la secció distal de la SMA. En concordança amb la infra-expressió adrenèrgica descrita, no es va 

detectar l’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 

simpàtiques peri-SMA, es van comparar les imatges obtingudes de la imunohistoquímica de Th 

en seccions proximals de SMA de rates amb hipertensió 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’anàlisi morfològic de les fibres simpàtiques de la SMA, va revelar que existia una disminució 

significativa tant del nombre total de les estructures nervioses (69%, PVL; 62% BDL), de l’àrea 

nerviosa total (70%, PVL; 52% BDL), així com de l’àrea nerviosa tenyida per Th (89%, PVL; 64% 

BDL) en rates amb hipertensió portal comparades amb les control. A més, es va detectar una 

correlació positiva entre la resistència mesentèrica i tots els paràmetres morfològics que descriuen 

els nervis post-gaglionars simpàtics.
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PVL: model de lligadura calibrada de la vena porta; BDL, lligadura del conducte biliar; Th, tirosina 
hidroxilasa. Test estadístic: Mann Witney

Taula 1. Anàlisi dels paràmetres morfològics de les estructures nervioses peri-SMA

Per tal d’avaluar la transmissió simpàtica en les artèries mesentèriques de resistència, es van 

quantificar, per Western Blot, 3 proteïnes adrenèrgiques rellevants en aquestes artèries en rates 

amb hipertensió portal i control. Es van determinar els nivells de Th i Dbh, així com de Snap 25, una 

proteïna clau per l’alliberament sinàptic de la noradrenalina. L’anàlisi de la intensitat de les bandes 

del imunoblot, va revelar una inhibició significativa de totes les proteïnes en les mostres d’artèries 

mesentèriques de resistència de rates amb hipertensió portal en el model PVL així 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 regressió simpàtica representa un efecte local de la 

vasculatura mesentèrica (tronc principal i ramificacions) de rates amb hipertensió portal, es va 

avaluar el sistema simpàtic de l’artèria renal en rates amb hipertensió portal. Amb aquesta finalitat, 

es va realitzar una quantificació del nivell de proteïnes adrenèrgiques així com un anàlisi morfològic 

dels nervis simpàtics que  recobreixen l’artèria renal de rates PVL (n=5) i sham (n=5). No es van 

trobar diferències significatives en l’expressió de Th, Dbh o Snap 25 en mostres d’artèria renal 

esquerra de rates PVL i sham. En la mateixa línia, l’estudi morfològic dels nervis simpàtics de 

l’arteria renal dreta dels mateixos animals, tampoc va revelar diferencies significatives per cap dels 

paràmetres analitzats.

Aquestes dades suggereixen per una banda, que les proteïnes implicades en la transmissió 

adrenèrgica es sintetitzen en el gangli mesentèric simpàtic, així com en la zona proximal dels 

paquets nerviosos de la SMA. Per altre banda, la hipertensió portal provoca una atròfia o regressió 

de la innervació simpàtica en la vasculatura arterial mesentèrica que podria contribuir en la 

vasodilatació esplàncnica associada a aquesta fisiopatologia. Finalment, aquesta atròfia simpàtica 

representa un efecte mesenteric local de la hipertensió portal.	
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5.1	 INTRODUCCIÓ

L-threo-3,4-dihidroxifenilserina (L-Dops, droxidopa) és un aminoàcid sintètic que amb la presencia 

de la L-aromàtic aminoàcid descarboxilasa (LAAAD), es converteix en el neurotransmissor simpàtic 

noradrenalina (NA). La síntesi de NA a partir de la levodopa es du a terme en dues reaccions 

consecutives. La primera, consisteix en la descarboxilació de la levodopa a dopamina per l’enzim 

L-aromàtic aminoàcid descarboxilasa. En la segona, considerada etapa limitant, té lloc la hidroxilació 

de la dopamina a la NA, i és regulada per la dopamina beta-hidroxilasa. Degut a que aquesta 

reacció produeix un efecte de coll d’ampolla, l’administració de levodopa exògena, no resulta en 

un augment significatiu de noradrenalina. En canvi, la droxidopa, que també és un aminoàcid 

artificial, és capaç d’augmentar els nivells de noradrenalina amb una sola reacció evitant l’etapa 

limitant de la seva biosíntesis. La threo-3,4-dihidroxifenilserina té quatre estereoisòmers, tot i axí, 

només la isoforma L produeix la conversió a la forma biològicament activa del neurotransmissor 

L-Noradrenalina. A més, l’enantiòmer D, pot inhibir de manera competitiva la descarboxilació de 

l’isòmer 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 simpàtic perifèric, és a dir, pot 

ser capturada per les neurones postganglionars simpàtiques i transformar-se en NA, la qual serà 

alliberada quan el sistema simpàtic estigui activat. Per altre banda, també pot comportar-se com 

una hormona circulant. Donat que l’enzim LAAAD es troba àmpliament expressat en diferents 

cèl·lules del cos, com a l’estomac, al fetge o al ronyó, la droxidopa podria convertir-se en NA, en 

qualsevol d’aquestes cèl·lules i alliberar-se directament al torrent sanguini. Finalment, també es 

podria considerar un estimulador central de l’activitat simpàtica, com que té la característica de 

creuar la barrera hematoencefàlica, al transformar-se a adrenalina, podria activar les neurones 

simpàtiques preganglionars de la medul·la espinal.

Existeixen estudis pilots que demostren que l’administració per via oral de L-Dops augmenta 

la pressió sanguínia ortostàtica en pacients amb hipotensió ortostàtica producte de trastorns 

autonòmics com la insuficiència autonòmica pura (PAF) o l’atròfia sistèmica múltiple (MSA) 

(90). Donat que la patologia de PAF suposa una pèrdua de nervis post-ganglionars simpàtics, 

s’ha postulat que l’efecte pressor de L-Dops depèn principalment de la producció de NA en les 

cèl·lules no neuronals, a diferencia de MSA, on es creu que la conversió a NA té lloc a les terminals 

simpàtiques, ja que la malaltia no implica atrofia simpàtica. Un treball realitzat per Kaufman i 

col·laboradors (91), mostra que el increment màxim de la pressió arterial mitja es dona al cap de 

3.5 hores després de l’administració del fàrmac (a dosis dependents del grau d’alteració simpàtica, 

de 200 a 2000 mg). Per altre banda, estudis en referència a la farmacocinètica de L-Dops, indiquen 

que al cap de 3 hores després de l’administració oral del fàrmac, 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 

plasmàtic de NA apareix pràcticament simultani al pic que correspon als nivells de fàrmac en sang, 

aquest fet s’explica per una ràpida conversió de L-Dops a NA, així com per un ràpid alliberament 

del neurotransmissor al fluid extracel·lular.

El síndrome circulatori hiperdinàmic de la hipertensió portal en pacients amb cirrosi hepàtica 

contribueix de forma decisiva a moltes de les manifestacions clíniques de la malaltia, com és el 

cas de l’hemorràgia digestiva per varius esofàgiques, d’ascites o la insuficiència renal. Aquest 

síndrome s’associa a una disminució de les resistències vasculars sistèmiques i esplàncniques, 

hipotensió arterial, expansió del volum plasmàtic i un augment de l’índex cardíac. Des d’un punt 

de vista clínic, el tractament d’aquesta vasodilatació esplàncnica, ha estat una diana terapèutica 

en els pacients amb cirrosis, dirigida a aconseguir un efecte de disminució de la pressió portal i 

una millora de les complicacions clíniques associades. El tractament crònic amb β bloquejants 

adrenèrgics (propanolol, nadolol), que produeix vasoconstricció esplàncnica, s’utilitza des de fa 

més de 20 anys per disminuir la pressió portal i el risc d’hemorràgia per varius. Pel què fa al 

tractament agut de les hemorràgies per varius, s’utilitzen tant la somatostatina com la terlipresina 

per via endovenosa, que tot i per mecanismes diferents, produeixen vasoconstricció esplàncnica. 

Finalment, en el síndrome hepatorenal, s’aconsegueix un augment en la funció renal, mitjançant 

infusió d’agonistes adrenèrgics (noradrenalina o midrodina) que produeixen vasoconstricció 

mesentèrica i una subseqüent millora en la perfusió renal. La hipòtesi del present estudi es basa 

en la possible aplicació de la droxidopa en el tractament de la vasodilatació esplàncnica derivada 

de la hipertensió portal. En el primer estudi de la present tesi, (Coll, et al; JHepatol 08) (89), es 

mostra que existeix una infraexpressió dels gens relacionats amb el sistema adrenèrgic, així com 

una inhibició de les proteïnes relacionades amb la biosíntesi de NA, en les arteries mesentèriques 

de rates amb hipertensió portal, factor que podria contribuir a la vasodilatació esplàncnica. Així 

doncs, tal i com s’ha demostrat en pacients amb MSA, el qual implica una desregulació de la 

transmissió adrenèrgica, la droxidopa (convertida en noradrenalina) podria revertir en part 

aquest dèficit adrenèrgic localitzat en la vasculatura mesentèrica. Per altre banda, la droxidopa 

és beneficiosa, augmentant la pressió arterial mitja, en malalts amb PAF, malaltia que implica 

pèrdua de neurones simpàtiques, ja que la conversió de L-Dops a NA pot efectuar-se en cèl·lules no 

neuronals (92). Aquest fet, evidencia, que la L-Dops podria suposar un bon tractament per corregir 

la vasodilatació arterial esplàncnica tot i l’atrofia nerviosa simpàtica descrita en la vasculatura 

mesenterica de rates amb hipertensió portal (Coll, et al; Liver Int.) (93). Un darrer fonament de la 

indicació de la droxidopa en el tractament la vasodilatació esplàncnica derivada de la hipertensió 

portal es basa en l’evidencia de la millora de l’alteració hemodinàmica i funció renal del síndrome 

hepatorenal, amb l’administració endovenosa de noradrenalina a pacients cirròtics (94).

El producte de la síntesi orgànica simple de la droxidopa dona lloc a la mescla racèmica de 

D,L-Dops que inclou en proporcions del 50% cadascun dels enantiòmers. La comercialització de 
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L-Dops pel tractament de la hipotensió ortostàtica va començar l’any 1989 a Japó, a càrrec de 

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

a terme l’estudi clínic fase III. Donat que la forma enantiòmicament pura d’aquesta molècula 

(L-Dops) no està comercialment disponible, creiem que la utilització de la mescla racèmica pot 

oferir resultats beneficiosos al tractament de la vasodilatació arterial, o almenys pot resultar una 

bona aproximació i un avenç en el desenvolupament de L-Dops com a nova diana terapèutica per 

la hipertensió portal.

L’objectiu d’aquest estudi és avaluar l’efecte de l’administració endovenosa de la mescla 

racèmica D,L-threo-3,4-dihidroxifenilserina en els paràmetres hemodinàmics de rates amb 

hipertensió portal pre-hepàtica.

5.2	 DISSENY EXPERIMENTAL

Es va realitzar un model d’hipertensió portal pre-hepatica en rata mitjançant una lligadura calibrada 

de la vena porta. Al cap de 14 dies, es va administrar als animals una dosi de 10mg/Kg de D,L-threo-

3,4-dihidroxifenilserina per via intravenosa i es va dur a terme un registre continu i simultani de la 

pressió arterial mitja, la pressió portal així com del flux mesentèric, durant 30 minuts.

5.3	 RESULTATS

• Efecte de D,L-Dops en la pressió arterial

L’administració endovenosa de D,L-Dops produeix un augment de la pressió arterial mitja (MAP) 

en rates amb hipotensió arterial derivada de la hipertensió portal exercida. L’efecte pressor de 

D,L-Dops comença al cap de 30 segons després de l’administració del fàrmac, amb un increment 

significatiu de la MAP del 7.1% respecte el valor basal, just abans de l’administració de la mescla 

racèmica. El pic màxim de la MAP, que representa un augment significatiu del 15%, apareix als 

10 minuts.
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Valors representats per MAP± s.e; n=9. 
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)

Figura 4. Efecte de D,L- DOPS en la pressió 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 l’administració de 
la droga), *=p<0.001.

Taula 2. Efecte de D,L-Dops en la pressió arterial mitja (MAP) 
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• Efecte de D,L-Dops en la pressió portal

L’administració endovenosa de D,L-Dops implica una disminució significativa de la pressió portal 

en rates PVL. Després de 20 minuts de l’administració del fàrmac, es produeix una disminució 

significativa del 3.6% de la pressió portal comparada amb el valor basal. Als 30 minuts, aquesta 

disminució s’accentua i augmenta fins el 7%.

Valors representats per PP±s.e; n=7. 
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method)

Figura 5. Efecte de D,L- DOPS en la pressió 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 l’administració de la 
droga), *=p<0.05, **=p<0.001.

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

• Efecte de D,L-Dops en el flux mesentèric

L’administració de D,L-Dops per via endovenosa no produeix una disminució del flux mesentèric 

en rates PVL. Al cap de 30 segons de l’administració del fàrmac, com a conseqüència de la 

incorporació de la dilució de la mescla racèmica al torrent sanguíni, es produeix un augment 

significatiu del flux mesentèric. 

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

Figura 6. Efecte de D,L- DOPS en el flux mesentèric (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 l’administració 
de la droga), *=p<0.05.

Taula 4. Efecte de D,L-Dops en el flux mesentèric (SMABF) 
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• Efecte de D,L-Dops en la resistència mesentèrica

D,L-Dops produeix un augment no significatiu del 14% en la resistència mesentèrica de rates 

amb hipertensió portal al cap de 5 minuts de la infusió endovenosa del fàrmac.

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

Figura 7. Efecte de D,L- DOPS en la resistència mesentèrica (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 l’administració 
de la droga), *=p<0.05.

Taula 5. Efecte de D,L-Dops en la resistència mesentèrica (SMAR) 

6.    DISCUSSIÓ
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6.1	 INHIBICIÓ SIMPÀTICA A LA HIPERTENSIÓ PORTAL

La cirrosi hepàtica és una causa important de mortalitat i morbiditat tant en el nostre país 

com a nivell mundial. Una de les complicacions d’aquesta malaltia és la hipertensió portal 

que pot donar lloc a episodis greus d’hemorràgia digestiva i desenvolupament d’ascites en 

col·laboració amb una retenció hidrosalina excessiva. El síndrome circulatori hiperdinàmic de la 

hipertensió portal en pacients amb cirrosis hepàtica contribueix de manera decisiva en moltes 

de les manifestacions clíniques de la malaltia. Aquest síndrome s’associa a una disminució de 

les resistències, especialment esplàncniques, hipotensió arterial, expansió del volum plasmàtic i 

elevat índex cardíac. El mecanisme inicial d’aquestes alteracions hemodinàmiques sembla ser la 

vasodilatació arteriolar sistèmica, especialment en la circulació esplàncnica. En la fisiopatologia 

d’aquesta alteració vascular, l’òxid nítric sembla tenir un paper fonamental. Tot i així, existeixen 

nombroses llacunes en els mecanismes d’activació de la producció de NO i del possible paper 

d’altres mediadors. 

La tecnologia dels microxips de DNA va permetre analitzar de forma conjunta l’expressió d’un 

gran nombre de gens potencialment implicats en el desenvolupament de la hipertensió portal en 

l’artèria mesentèrica de rata. El resultat més rellevant d’aquest primer estudi, és la determinació d’un 

conjunt de gens relacionats amb la neurotransmissió que comparteix un perfil d’expressió similar 

al llarg del desenvolupament de les alteracions hemodinàmiques associades a la hipertensió portal. 

Hi ha dos aspectes claus que s’extreuen d’aquesta regulació genètica. Per una banda, d’aquest 

conjunt de gens implicats en funcions neuronals, aproximadament un 40% esta directament 

implicat en la neurotransmissió simpàtica o adrenèrgica, ja que les seves funcions biològiques 

estan relacionades en la síntesi, transport, alliberament i recepció de les catecolamines. Per altre 

banda, el perfil d’expressió que presenten aquests gens al llarg del model d’hipertensió portal és 

molt homogeni. Aquest perfil d’expressió es caracteritza per una sobre-expressió inicial (1 hora 

post-lligadura), seguit d’un retorn a la línia basal, on els gens no es troben regulats (de 6 a 24 hores) 

i finalment, després d’una petita oscil·lació (3 a 5 dies), es mostra una dràstica infra-expressió 

als 14 dies post-lligadura. Aquesta inhibició tant accentuada als 14 dies es reprodueix també en 

el model de cirrosis hepàtica experimental amb l’administració de tetraclorur de carboni (CCl4), 

demostrant així, que aquest mateix grup de gens implicat amb la neurotransmissió adrenèrgica 

reprimeix també la seva expressió en un context de cirrosi hepàtica. Donat que la noradrenalina 

és un neurotransmissor específic del sistema simpàtic, la quantificació de l’expressió dels enzims 

implicats en la seva síntesi, tirosina hidroxilasa (Th) i dopamina β-hidroxilasa (Dbh), suposa una 

clara indicació de l’estat de la transmissió adrenèrgica en el context de la innervació arterial 

mesentèrica. De fet, als 14 dies post- lligadura, les SMA de rates PVL i cirròtiques presenten nivells 

de RNA missatger, dels gens clau per la biosíntesi de noradrenalina (Th i Dbh), 50 vegades més 
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petits que les rates sham. A més, aquesta infra-expressió tant marcada, s’acompanya de la inhibició 

a nivell de proteïna de Th, Dbh, així com de Snap25, proteïna responsable de l’alliberament de NA, 

en mostres de SMA i jejú (òrgan diana), en rates amb hipertensió portal originada per una PVL 

o una cirrosi. El fet d’observar una disminució tant de la producció de RNA missatgers com de 

proteïnes, implicades amb la regulació de la neurotransmissió adrenèrgica, suggereix un trastorn 

del sistema simpàtic en l’arteria mesentèrica de rates amb hipertensió portal. Aquesta alteració 

de la neurotransmissió adrenèrgica es podria localitzar a nivell pre-sinàptic, és a dir en els nervis 

peri-vasculars autonòmics de l’arteria mesentèrica. De fet, el resultat de la immunodetecció de 

Th i noradrenalina, demostra l’origen simpàtic dels nervis peri-vasculars presents en les SMA 

obtingudes.

Una qüestió important en referència al rol fisiopatològic de la inhibició de la regulació 

adrenèrgica en rates amb hipertensió portal, és si contribueix a les alteracions hemodinàmiques de 

la hipertensió portal o bé, es tracta d’una conseqüència de la vasodilatació esplàncnica. Assumint 

que la hiper o hipo- regulació genètica es tradueix a una activació o inhibició funcional, és possible 

que la sobre-expressió de gens adrenèrgics en la primera hora després de la lligadura coincideixi 

amb una activació de la transmissió adrenèrgica donant lloc a una vasoconstricció vascular de 

l’arteria mesentèrica. Aquesta vasoconstricció reflex, descrita en les fases inicials del model PVL  

(3, 39, 95), podria estar implicada en l’increment de l’activitat de eNOS, secundari a un increment de 

la fosforilació d’aquest enzim per Akt (proteïna kinasa B). Per altre banda, un mecanisme originat a 

causa d’una patologia, hauria de tenir una funció compensatòria, així, un mecanisme compensatori 

a la vasodilatació esplàncnica, correspondria a un augment en la producció de catecolamines, en 

lloc d’una disminució de la síntesi d’aquest neurotransmissor. Aquests fets, suggereixen que la 

inhibició de la regulació adrenèrgica representa una conseqüència local de la hipertensió portal 

que podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatació esplàncnica.

Existeixen nombroses evidencies que demostren que la hiperactivitat  del sistema nerviós 

simpàtic té un paper important en el trastorn cardiovascular, homeostàtic i metabòlic present en 

estadis avançats de la cirrosi (39, 96). Diversos estudis han demostrat la presencia d’alts nivells de 

noradrenalina i adrenalina en plasma de pacients cirròtics. De fet, la concentració de noradrenalina 

en plasma es considera un factor pronòstic independent de la cirrosi hepàtica (74). Aquesta 

estimulació del sistema nerviós simpàtic, s’entén com una resposta adaptativa a la vasodilatació 

arterial. Aquesta hiper-producció de catecolamines sembla que entri en conflicte amb la inhibició 

adrenèrgica a nivell d’arteria mesentèrica que hem observat en rates PVL i cirròtiques. Tot i així, 

l’origen de la hiper-activitat del SNS en malalts cirròtics no és homogeni, ja que s’han determinat 

òrgans i teixits en els quals no es detecten nivells elevats de noradrenalina. Un dels òrgans que 

presenta una major concentració de noradrenalina és el ronyó (75). El múscul també es considera 

una regió d’alta producció de noradrenalina, així, diferents estudis demostren un augment del 
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tràfic nerviós simpàtic en músculs de pacients cirròtics (76). Per altre banda, en les extremitats 

superiors es localitza una sobre producció de NA, fet que no passa en les extremitats inferiors 

(75), i de la mateixa manera, el SNS es troba elevat en músculs però no a la pell (76). Aquestes 

evidencies, revelen que existeixen diferencies regionals en la distribució de l’activació del sistema 

nerviós simpàtic en el context de la cirrosi. La inhibició de la transmissió adrenèrgica observada 

en el present estudi podria representar un fenomen local com a conseqüència de la hipertensió 

portal que contribuiria a agreujar la vasodilatació simpàtica, la qual seria la responsable de la 

hiperactivitat generalitzada del sistema nerviós simpàtic, especialment en múscul i ronyó. A més 

a més, l’administració d’agonistes adrenèrgics α, com la midodrina i la noradrenalina, milloren 

la funció renal del síndrome hepatorenal, el qual representa una conseqüència de la hipertensió 

portal avançada. Aquesta evidencia, suggereix que en alguns territoris la transmissió adrenèrgica 

no es troba accentuada sinó reprimida. 

Altres autors, han fet referència al possible dèficit local de la transmissió adrenèrgica en la 

hipertensió portal. Així, Joh i col·laboradors (70), han demostrat que en rates PVL, el bloqueig 

adrenèrgic α, no produeix canvis en el diàmetre arteriolar de la microcirculació intestinal, mentre 

que el bloqueig de la vasopressina o l’angiotensina esta associat a una dilatació de les arterioles 

de la vasculatura intestinal. Aquest resultat, suggereix una pèrdua del to vascular adrenèrgic en el 

context de la hipertensió portal. De la mateixa manera, s’ha demostrat que el NPY, que potencia la 

vasoconstricció adrenèrgica via els receptors Y1, té un efecte més pronunciat en rates PVL que en 

les control, on és capaç de millorar la contractilitat vascular, revertint la hipo-resposta adrenèrgica 

vascular esplàncnica (72). Aquest resultat també apuntaria la deficient regulació adrenèrgica en la 

vasculatura mesentèrica en la hipertensió portal.

De la multitud de mediadors vasculars estudiats com a possible responsables de l’alteració 

hemodinàmica de la hipertensió portal, l’òxid nítric és el més ferm candidat. Nombrosos estudis 

han demostrat que la inhibició del NO millora el síndrome circulatori hiperdinàmic crònic tant en 

les rates PVL, com en rates i pacients amb cirrosi hepàtica. A part del NO, altres vasodilatadors, 

humorals i paracrins, han estat subjecte d’estudi. El paper que juga cadascun d’aquests no està 

plenament definit. Tot i així, és possible que puguin tenir una importància en l’inici de l’activació 

del NO, que col·laborin amb el NO a la vasodilatació o que empitjorin la vasodilatació en moments 

puntuals o en fases més avançades de la hipertensió portal. Aquests mediadors, han adquirit 

més rellevància al demostrar-se que els ratolins deficients de eNOS desenvolupen el síndrome 

circulatori hiperdinàmic. Tot i l’esforç per determinar nous mecanismes de la vasodilatació 

arterial, és cert que s’ha prestat molt poca atenció a un dels principals mediadors de la resistència 

vascular: els nervis autonòmics eferents. Principalment, el to vascular es troba regulat pels nervis 

vasoconstrictors adrenèrgics així com els nervis vasodilatadors nitrèrgics, els quals alliberen 

neurotransmissors en resposta a la informació elèctrica que reben des del sistema nerviós 

central. S’ha demostrat, que existeix una sobre-expressió de la NOS d’origen neuronal (nNOS) en 

les arteries mesentèriques  de rates amb hipertensió portal (97, 98). Aquesta activació de nNOS 

implica un augment de NO, el qual indueix una relaxació de les cèl·lules del muscle llis de l’arteria 

mesentèrica. Aquesta via de vasodilatació neuronal depenent de nNOs, té un paper important en 

el síndrome circulatori hiperdinàmic. Per tant, és possible, que la combinació dels dos fenòmens, 

la inhibició de la transmissió adrenèrgica i l’activació de la vasodilatació nitrèrgica, contribueixi 

substancialment al desenvolupament de la vasodilatació esplàncnica. De fet, existeixen estudis 

que indiquen la interacció entre els neurotransmissors autonòmics NA i NO en la regulació del 

to vascular. Per una banda, s’ha suggerit que el NO pre-sinàptic endogen inhibeix l’alliberament 

neuronal de NA de les terminals nervioses adrenèrgiques (77). Aquesta hipòtesi es basa en el fet 

que inhibidors selectius de nNOS (L-VNIO) augmenten la resposta vasoconstrictora en resposta 

de l’estimulació elèctrica dels nervis peri-vasculars de l’arteria mesentèrica. Per altre banda, es 

creu que la noradrenalina redueix l’alliberament de NO de les terminals eferents nitrèrgiques, via 

l’activació del adrenoreceptor pre-sinàptic α2 (99).

En resum, en aquest primer treball, s’ha detectat un grup de gens implicats en la neurotransmissió, 

especialment adrenèrgica, que presenta una co-regulació en les artèries mesentèriques de rates 

PVL i cirròtiques. Aquesta infra-expressió adrenèrgica, suggereix una alteració del sistema 

autonòmic simpàtic en les arteries mesentèriques de rates amb hipertensió portal. Finalment, 

la inhibició de la transmissió simpàtica podria contribuir al desenvolupament de la vasodilatació 

esplàncnica associada a la fisiopatologia de la hipertensió portal. 

6.2	 ATRÒFIA SIMPÀTICA A LA HIPERTENSIÓ PORTAL

Un dels objectius d’aquest segon treball es basa en la localització cel·lular dels RNAm dels gens 

relacionats amb la transmissió adrenèrgica detectats tant per la tècnica dels microxips de DNA 

com per la PCR a temps real en les mostres de SMA. Tot i no tractar-se d’un objectiu que impliqui un 

avenç directe en la fisiopatologia de la hipertensió portal considerem que la localització d’aquests 

transcrits resulta una aportació beneficiosa per la interpretació dels resultats. Clàssicament, el cos 

neuronal de les cèl·lules s’ha considerat la regió exclusiva de síntesi de proteïnes amb el posterior 

transport d’aquestes noves proteïnes a través dels axons fins a la zona d’acció sinàptica. Donat que 

en el primer treball no es van determinar cossos neuronals en les mostres d’artèria mesentèrica, 

la procedència dels transcrits detectats va esdevenir un enigma. La quantificació relativa de 

l’expressió dels gens de la Th i la Dbh, en les seccions proximals i distals a l’origen aòrtic de la SMA, 

revela que els transcrits d’aquests gens es localitzen principalment en la part proximal del vas. 

En concordança amb aquest resultat, la hibridació in situ del RNA missatger del gen de la Th en 
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mostres de SMA, demostra la presència d’aquests transcrits tant en les neurones que composen 

el gangli mesentèric, com dins dels nervis perivasculars de la SMA. A més, la detecció de Th és 

més evident en els talls proximals a l’origen aòrtic, on es localitza el gangli mesentèric, que no pas 

en les seccions distals, on la detecció resulta pràcticament nul·la. Aquest resultat demostra que 

els RNA missatgers implicats en la transmissió adrenèrgica es sintetitzen en els somes neuronals 

del gangli mesentèric superior i una proporció d’aquests, són transportats a través dels axons, 

on s’aniran traduint a proteïna. Diverses evidencies, han posat en dubte la via canònica de la 

traducció dels RNAm únicament als somes neuronals. De fet, el descobriment de poliribosomes en 

les dendrites i la subseqüent identificació de diferents especies de RNA missatgers en aquestes 

projeccions neuronals indica que la síntesi de proteïnes es pot donar en els mateixos axons, inclús 

a distancies remotes del cos neuronal (100). La traducció local als axons ha estat essencialment 

integrada amb aspectes relacionats amb la síntesi de proteïnes destinades al desenvolupament, 

creixement i regeneració neuronal (101). Així, la determinació de components moleculars de la 

maquinaria traduccional en els axons dels sistema simpàtic, és un fet més freqüent del que fins 

ara s’havia descrit.

El resultat més destacat d’aquest treball és la marcada regressió dels nervis peri-vasculars 

simpàtics en les SMA de rates amb hipertensió portal procedents de dos models experimentals 

diferents, el model PVL i el model BDL. L’anàlisi morfològic de les fibres simpàtiques de la SMA es 

realitza en base als resultats de la imunohistoquímia de Th en aquestes artèries. Comparat amb 

els animals control, les rates amb hipertensió portal presenten una disminució significativa del 

numero i de l’àrea total dels nervis simpàtics, així com de l’àrea amb imunodetecció positiva per Th. 

Aquest retrocés del sistema nerviós simpàtic en les artèries mesentèriques proporciona una base 

racional que explicaria la inhibició de la transmissió adrenèrgica observada en les SMA de rates 

amb hipertensió portal. D’aquesta manera, la infra-expressió genètica i proteica de la transmissió 

adrenèrgica localitzada en la SMA de rates amb hipertensió portal s’acompanya d’una regressió del 

sistema autonòmic simpàtic en aquesta artèria. Per altre banda, s’han determinat correlacions entre 

les dades morfològiques de les fibres simpàtiques i els paràmetres hemodinàmics dels animals. 

Principalment, existeix una forta correlació positiva entre la resistència mesentèrica i tots el 

paràmetres morfològics de les estructures nervioses, tant en el model de PVL com en BDL. Aquesta 

sincronia entre la hemodinàmica i la morfologia dels nervis simpàtics, suggereix que la regressió de 

la innervació simpàtica podria col·laborar en el desenvolupament de les alteracions hemodinàmiques 

associades a la hipertensió portal. Així, una inhibició dràstica del sistema nerviós simpàtic en les 

SMA de les rates PVL, implicaria un descens pronunciat de la resistència mesentèrica. Tanmateix, 

la disminució consistent de proteïnes involucrades en la síntesi i alliberament de noradrenalina 

en mostres d’arteries de resistència de rates amb hipertensió portal respecte les sham, apunta 

que el trastorn adrenèrgic associat a la hipertensió portal s’establiria de forma generalitzada a 

la vasculatura mesentèrica. De fet, diversos estudis indiquen que les artèries de resistència, 

que controlen la major part de la resistència vascular al flux sanguini, es troben alterades en la 

hipertensió portal (102). Per tant, resulta lògic que la regressió simpàtica localitzada en el tronc 

principal de l’arteria mesentèrica, s’extengui a les arteries mesentèriques de resistència, on es 

produeix, en gran mesura, els canvis estructurals com a resposta de l’augment del flux sanguini.

Diversos estudis evidencien que la vasodilatació arterial esplàncnica associada a la hipertensió 

portal és un fenomen d’origen miltifactorial. A part dels mecanismes descrits fins ara, com la 

hiper-producció de vasodilatadors (especialment l’òxid nítric) i l’alteració de la resposta als 

vasoconstrictors, l’atròfia simpàtica podria representar un nou factor present en els estats avançats 

de la hipertensió portal. Resulta evident, que l’atrofia mesentèrica simpàtica implicaria una reducció 

generalitzada del to de la vasculatura mesentèrica, donant lloc a un increment de l’activitat dels 

factors vasodilatadors, tant d’origen humoral com nerviós. En base als resultats obtinguts en l’estudi 

d’expressió diferencial de rates PVL en diferents punts en el temps, la disminució genètica de la 

transmissió adrenèrgica es dona als 14 dies post-lligadura, quan el procés d’alteració hemodinàmica 

ja és molt avançat. De fet, al cinquè dia post-lligadura, quan els animals ja presenten vasodilatació 

esplàncnica i síndrome circulatori hiperdinàmic, encara no s’observa infra-expressió dels gens 

relacionats amb la transmissió adrenèrgica. Aquests resultats indiquen que l’atròfia de la innervació 

simpàtica no seria el desencadenant de la vasodilatació arterial, ja que no participaria en les fases 

inicials d’aquest trastorn vascular, però en canvi, representaria un fenomen implicat en les fases 

avançades del síndrome hiperdinàmic associat a la hipertensió portal.

Arribat a aquest punt, podríem establir la següent hipòtesi: La inhibició de la transmissió 

adrenèrgica representa un fenomen localitzat a la vasculatura mesentèrica com a conseqüència 

de la hipertensió portal i contribueix a empitjorar la vasodilatació esplàncnica. Per tal d’emmarcar 

aquesta hipòtesis en un context d’hiperactivitat simpàtica generalitzada, s’han explorat altres 

territoris no mesentèrics. Els resultats de l’anàlisi dels nervis simpàtics que innerven les arteries 

renals, donen força al concepte de la inhibició local mesentèrica. Per una banda, s’ha determinat 

que no existeixen diferencies entre els paràmetres morfològics dels nervis simpàtics (numero de 

nervis, area simpàtica 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 proteïnes 

adrenèrgiques en les arteries renals dels dos grups. Així, la hipertensió portal desencadenaria 

una atrofia dels nervis simpàtics de les arteries mesentèriques, inhibint l’alliberament de 

neurotransmissors i potenciant la vasodilatació d’aquests vasos. De manera simultània, les fibres 

simpàtiques d’altres territoris (arteria renal), que no estarien afectades per l’atrofia nerviosa 

mencionada, contribuirien a augmentar l’activitat simpàtica descrita en pacients cirròtics. 

Les evidencies d’altres situacions clíniques que presenten atrofia simpàtica són limitades. Les 

malalties derivades d’un trastorn del sistema autonòmic produeixen una hipotensió ortostàtica 
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com a conseqüència de la manca de vasoconstricció secundària a la deficient alliberació de 

noradrenalina de les terminals post-ganglionars simpàtiques. Dins d’aquest grup de malalties, es 

troba l’atrofia sistèmica múltiple així com la insuficiència autonòmica pura la qual no només implica 

una alteració en la transmissió adrenèrgica sinó també una pèrdua de neurones post-ganglionars 

simpàtiques (103). També existeixen altres trastorns on l’alteració del sistema autonòmic forma 

part d’un procés de neurodegeneració generalitzat, entre aquestes, la diabetes mellitus és la causa 

més freqüent de disfunció autonòmica (104). En aquest cas, la pèrdua de neurones simpàtiques es 

desencadena bàsicament com a conseqüència d’un trastorn metabòlic i isquèmic. 

Els mecanismes responsables de la regressió simpàtica en rates amb hipertensió portal són 

encara desconeguts. Les neurotrofines són una família de factors de creixement que promouen 

la supervivència de les neurones tant en el sistema nerviós central com en el perifèric (105, 106). 

Segons la teoria neurotròfica, les neurones han de competir per aquests factors secretats pel 

teixit diana, de tal manera que les neurones que aconsegueixin la concentració 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 neurotròfic de creixement (NGF), el 

factor neurotròfic derivat de cervell (BDNF), i les neurotrofines 3 i 4 (NT3 i NT4). Els efectes de les 

neurotrofines estan mediats per la interacció i activació dels receptors específics de la família TrK, 

que pertanyen a la superfamília de receptors amb activitat tirosina kinasa. Una vegada activats, 

desencadenen la fosforilació de tirosines de proteïnes cel·lulars, que a la vegada propaguen els 

efectes de les neurotrofines de les cèl·lules. TrK A, B i C són els receptors específics 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 comú denominat 

p75NTR. Diversos estudis demostren, que la integritat de les neurones simpàtiques és dependent 

de NGF i NT3. De fet, ratolins deficients de NGF o del seu receptor TrKA, perden el 80% de les 

neurones simpàtiques abans de la segona setmana post-natal (107). Per altre banda, la reducció 

considerable (50%) de les neurones simpàtiques que s’observa en mutants per NT3, indica que 

aquesta neurotrofina també és essencial en la supervivència de les neurones simpàtiques (108). 

Un possible mecanisme, pel qual es podria donar l’atrofia de la innervació simpàtica observada 

en rates amb hipertensió portal, podria ser una infra-expressió local d’aquestes neutrofines, 

secundaria a l’activació de senyals neuronals pre-ganglionars o bé de mediadors vasculars, 

derivada de la hipertensió portal. De fet, l’anàlisi de l’estudi d’expressió gènica diferencial realitzat 

per microarrays a l’estudi anterior (89) va demostrar que existia una inhibició de l’expressió dels 

receptors de les neurotrofines d’alta (TRK A i B) i baixa afinitat (p75NTR) en la SMA de rates PVL 

comparada amb les control. A més, el gen induïble per NGF (VGF), i regulat per BDNF i NT3, que 

juga un paper important en la sinaptogènesis (109), també presentava una forta infra-expressió 

en rates PVL. La inhibició tant marcada d’aquests gens, suggereix que la via de senyalització de 

les neurotrofines, es troba alterada en les SMA de rates amb hipertensió portal. En la mateixa 

línia, l’estudi de microarrays mencionat, va revelar una marcada infra-expressió (log
2
<-2) d’un gran 

nombre de gens relacionats amb la diferenciació neuronal, la neurogènesi així com en processos 

de creixement axonal en les SMA de rates amb hipertensió portal. Així doncs, és possible, que 

la inhibició d’aquests gens relacionats amb la supervivència neuronal indiqui una disfunció dels 

mecanismes de creixement de les neurones simpàtiques, que podria desencadenar una regressió 

de la inervació post-ganglionar simpàtica en la hipertensió portal.

La via neuronal que controla el sistema cardiovascular inclou el component aferent sensorial 

del sistema autonòmic, els centres reguladors cardiovasculars situats en el sistema nerviós central, 

i finalment, la branca efectora composada pels nervis post-ganglionars simpàtics i parasimpàtics. 

Considerant aquest esquema, la senyal responsable de la regressió simpàtica es podria originar en 

neurones pre-ganglionals o en altres neurones que posseeixin connexió sinàptica amb neurones 

post-ganglionars simpàtiques. Així, l’augment patològic de pressió originat per la hipertensió portal 

en la vasculatura mesentèrica, desencadenaria un senyal que arribaria al sistema nerviós central 

via els nervis autonòmics aferents. Com a resposta de la senyal efectuada pel sistema nerviós 

central, la via de senyalització de les neurotrofines i altres mecanismes de creixement cel·lular 

es veuria alterada, donant lloc a una atrofia simpàtica localitzada en la vasculatura mesentèrica. 

En aquest sentit, és important mencionar que tot i existir controvèrsies (110), existeixen estudis 

que suggereixen que l’eliminació dels nervis aferents primaris, per l’administració de capcaicina, 

inhibeix el desenvolupament del síndrome circulatori hiperdinàmic, així com la presencia d’ascites 

en rates PVL i cirròtiques (111-113)

En resum, aquest segon treball, ha demostrat l’origen ganglionar i axonal dels RNA missatgers 

relacionats amb la neurotransmissió adrenèrgica i que presenten una marcada infra-expressió 

en les mostres de SMA de rates amb hipertensió portal (89). A més, la inhibició de la transmissió 

adrenèrgica, que no només es localitza en l’arteria mesentèrica superior de rates amb hipertensió 

portal sinó que també s’estén a les arteries mesentèriques de resistència, esta acompanyada 

d’una atrofia dels feixos axonals simpàtics que innerven aquesta vasculatura. Aquesta regressió 

simpàtica, podria ser la responsable dels nivells reduïts de noradrenalina determinats en les SMA 

de rates PVL (89), així com de la pèrdua del to vascular adrenèrgic observat en la microcirculació 

intestinal de rates amb hipertensió portal (18). Finalment, els resultats d’aquest treball, suggereixen 

que la hipertensió portal esta associada amb una regressió de la innervació simpàtica de la 

vasculatura mesentèrica, la qual podria contribuir a la vasodilatació esplàncnica característica de 

la hipertensió portal.
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6.3	 POSSIBLE INDICACIÓ DE LA DROXIDOPA EN LA HIPERTENSIÓ PORTAL

L’efecte pressor de la forma enantiomèricament pura de la droxidopa (L-Dops) està descrita en 

rates i en humans. En rates anestesiades, l’administració de L-Dops per via oral i intravenosa, 

produeix un augment significatiu de la pressió arterial mitja però no implica canvis significatius 

en l’índex cardíac de l’animal. A més, la reducció de l’efecte pressor de L-Dops com a resposta 

de la inhibició de l’enzim L-aromàtic aminoàcid descarboxilasa (LAAAD) així com pel bloqueig 

dels receptors adrenèrgics α, constata que l’augment de la MAP és el resultat de la conversió 

gradual de L-Dops a noradrenalina, regulada per LAAAD (114). Tanmateix, existeixen estudis que 

evidencien l’efecte clínic de L-Dops en trastorns relacionats amb la hipotensió arterial. L’atròfia 

múltiple sistèmica (MSA) i la insuficiència autonòmica pura (PFA) confereixen dos exemples de 

processos patològics que impliquen una insuficiència autonòmica crònica. Per una banda MSA, 

comporta un trastorn de la neurotransmissió adrenèrgica degut a una reducció de les proteïnes 

que regulen el tràfic adrenèrgic, mentre que una pèrdua de neurones simpàtiques post-ganglionars 

seria la responsable de la deficiència simpàtica en malalts amb PAF (115). En aquests dos grups de 

pacients, l’administració oral de L-Dops resulta amb una millora dels símptomes de la hipotensió 

ortostàtica (incapacitat de mantenir la bipedestació, 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 racèmica de D-threo-Dops i de L-threo-Dops, 

de seguida es va constatar que la formulació òptima del tractament era L-Dops. L’explicació d’aquest 

fet es racionalitza en base a la possible inhibició competitiva de D-threo-Dops per la descarboxilació 

de L-threo-Dops regulada per LAAAD. De fet, només la forma enantiomèricament pura L-threo-

Dops dona lloc a la conversió de la forma biològicament activa de la noradrenalina, L-NA. 

El resultat de la síntesi orgànica simple de la droxidopa és la mescla dels enantiòmers D-threo-

Dops i L-threo-Dops, en proporcions iguals. A més, la síntesi enantioespecífica de L-threo-dops, 

que requereix una purificació enantiomèrica per mètodes químics o enzimàtics és molt costosa 

i complicada (116). Així doncs, el fet que només trobéssim comercialment disponible la mescla 

racèmica d’aquest compost i malgrat la premissa de que l’efecte pressor exercit per aquesta 

mescla és inferior que el produït per la forma enantiomèricament pura, ens vam proposar 

determinar l’efecte de la mescla racèmica D,L Dops en els paràmetres hemodinàmics de rates amb 

hipertensió portal. A més, el fet que l’administració endovenosa de noradrenalina en pacients amb 

cirrosi hepàtica, millori la funció renal del síndrome hepato-renal, dona força al tractament de les 

alteracions hemodinàmiques associades a la hipertensió portal basat amb fàrmacs pro-adrenèrgics. 

El resultat més destacat d’aquest darrer estudi és l’augment de la MAP, secundari a l’administració 

endovenosa de D,L-Dops, en rates PVL amb hipotensió arterial. De fet, l’efecte pressor de L-Dops 

ja és evident als 30 segons després de l’administració de la mescla i assoleix l’increment de 

pressió màxim (15% respecte el basal) als 10 minuts. En aquest moment, el valor de la MAP de 

l’animal (122 mm Hg) és pràcticament el valor que correspondria a una rata sham. Aquest resultat 

demostra que l’administració endovenosa de la mescla racèmica D,L-Dops normalitza els nivells 

de la MAP en rates amb hipertensió portal pre-hepàtica. Tot i que d’una manera més atenuada, la 

pressió portal (PP) també es corregeix significativament amb l’administració endovenosa d’aquest 

compost. L’efecte del fàrmac amb la reducció significativa de la pressió portal és evident als 20 

minuts després de la seva administració. Als 30 minuts apareix la reducció màxima (7% respecte 

el nivell basal). Finalment, no s’han determinat canvis significatius en el flux ni en la resistència 

mesentèrica. 

El mecanisme pel qual la mescla racèmica produeix un efecte beneficiós, especialment en la 

MAP, de les rates amb hipertensió portal, s’explicaria per l’increment del to simpàtic produït per 

la conversió de L-Dops a L-noradrenalina. Donat que la droxidopa és un aminoàcid  neutre, pot 

ser capturat per totes les cèl·lules que posseeixin un transportador per aquest tipus d’aminoàcid, 

com és el cas dels nervis simpàtics així com de diverses cèl·lules no neuronals. Aquestes cèl·lules 

no neuronals (del fetge o del ronyó), que a més, continguin l’enzim LAAAD, són susceptibles a 

produir la conversió de L-Dops a L-Noradrenalina (92). A causa de l’alteració de la innervació 

simpàtica en les SMA de rates amb hipertensió portal, una via important de l’augment dels nivells 

de noradrenalina en les rates PVL seria la conversió de L-Dops a NA en cèl·lules no neuronals 

i el subseqüent alliberament al torrent sanguini d’aquest neurotransmissor adrenèrgic. A més, 

l’alliberament de noradrenalina en les terminals simpàtiques no alterades també contribuiria a 

revertir el dèficit simpàtic.

Els resultats d’aquest treball revelen canvis en els paràmetres hemodinàmics en rates amb 

hipertensió portal com a resposta de l’augment del to simpàtic. Donat que l’efecte de L-Dops (de la 

mescla racèmica) no ha estat molt evident en el flux o en la resistència mesentèrica, posa en dubte 

la millora hemodinàmica esplàncnica en aquests animals. Tot i així, la reducció de la pressió portal 

i l’increment, encara que no significatiu, de la resistència mesentèrica, apunten que la millora de 

l’estat hipercinètic de la circulació esplàncnica podria ser més evident, amb la utilització de la 

forma enantiomèricament pura, L-Dops. De totes maneres, l’administració de la mescla, D,L-Dops, 

implica una clara millora en l’hemodinàmica sistèmica de rates amb hipertensió portal. 

Un altre aspecte important que s’extreu d’aquest treball és l’efecte pressor de la mescla 

racèmica que resulta ser més important del que s’havia descrit. De fet, en un estudi realitzat en 

rates control (117), l’administració de la forma pura L-Dops, implica un increment màxim de 18 mm 

Hg. En el present treball, tot i l’administració de la mescla dels dos enantiòmers, l’augment de 

pressió màxima és 16 mm Hg. El fet que la diferencia en l’efecte pressor de la forma L- Dops i el de la 
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mescla racèmica sigui mínima, pot ser degut a les condicions en què s’ha realitzat l’experiment. Per 

una banda, la concentració de la mescla és 5 vegades superior a l’utilitzada en l’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 hipertensió portal, la pressió arterial basal 

(abans de l’administració del fàrmac) dels animals en el present estudi és més baixa. 

En resum, el resultat d’aquest treball realitzat amb la mescla racèmica, evidencia l’efecte potencial 

de L-Dops en el tractament de les alteracions hemodinàmiques derivades de la hipertensió portal. 

L’augment marcat de la MAP, així com una notable disminució de la PP secundaria a l’administració 

de la mescla racèmica en rates amb hipertensió portal, suggereix la importància d’un estudi basat 

en l’efecte pro adrenèrgic de L-Dops en la resposta hemodinàmica, sistèmica i esplàncnica, de 

rates amb hipertensió portal. 

6.4	 NOVES HIPÒTESIS

Independentment dels factors humorals implicats en la vasodilatació esplàncnica, aquesta 

tesi també planteja la participació del sistema simpàtic en la fisiopatologia de la vasodilatació 

mesentèrica. Una possible especulació del mecanisme pel qual es donaria la regressió simpàtica 

en la vasculatura mesentèrica, seria la següent: l’estímul produït pel mateix augment de la pressió 

portal, o bé per l’increment de la pressió en la vasculatura mesentèrica o en la microvasculatura 

intestinal, originaria una senyal que seria transmesa per les fibres aferents primàries fins al nucli 

cardiovascular regulador del sistema nerviós central. En resposta a aquest estímul, les neurones 

post-gangliòniques simpàtiques entrarien en un procés d’atròfia, possiblement desencadenat 

per l’absència dels factors que regulen la supervivència i el manteniment d’aquestes neurones 

(neurotrofines). Finalment, el dèficit del to simpàtic amb la subseqüent reducció de nivells de 

noradrenalina en la vasculatura mesentèrica, contribuiria en l’empitjorament de la vasodilatació 

esplàncnica associada a la hipertensió portal (figura 8). 

La determinació d’una alteració simpàtica en la fisiopatologia de la hipertensió portal, genera 

una sèrie d’interrogants, com les possibilitats terapèutiques que es deriven d’aquest trastorn. 

L’estudi de l’efecte de l’administració de la mescla de D i L-threo-Dops, en la hemodinàmica de rates 

amb hipertensió portal, és una bona aproximació al tractament pro-adrenèrgic dirigit a revertir el 

dèficit simpàtic de la hipertensió portal. L’efecte significatiu de la mescla racèmica en rates amb 

hipertensió portal (augment de la MAP i reducció de la PP) obra una via de recerca al voltant de la 

possible indicació de L-threo-Dops en el tractament de la hipertensió portal.

Figura 8. Contribució de l’atròfia post-ganglionar simpàtica a la vasodilatació messentèrica 
NA: Noradrenalina; R:Ressistència vascular portal; NTS: nucleus  tractum solitarius
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La detecció d’un grup de gens relacionats amb la neurotransmissió, especialment adrenèrgica, 

que presenta una infra-expressió en les artèries mesentèriques de rates amb hipertensió portal, 

suggereix una disfunció del sistema autonòmic simpàtic que podria contribuir a la vasodilatació 

esplàncnica associada a la hipertensió portal.

Els RNA missatgers implicats en la transmissió adrenèrgica es sintetitzen en els somes neuronals 

del gangli mesentèric superior i part d’aquests, són transportats a través dels axons, on té lloc 

la traducció a proteïna.

La infra-expressió genètica i proteica de la transmissió adrenèrgica localitzada en l’artèria 

mesentèrica superior de rates amb hipertensió portal s’acompanya d’una atròfia del sistema 

autonòmic simpàtic en aquesta artèria.

Existeix una correlació positiva entre la resistència mesentèrica i el desenvolupament de 

l’atròfia dels nervis post-ganglionars simpàtics de l’artèria mesentèrica de rates amb hipertensió 

portal.

La regressió de la innervació simpàtica localitzada en el tronc principal de l’arteria mesentèrica 

de rates amb hipertensió portal, s’extén a tot el territori mesentèric, especificament, a les 

arteries mesentèriques de resistència.

La inhibició de la transmissió adrenèrgica representa un fenomen localitzat a la vasculatura 

mesentèrica com a conseqüència de la hipertensió portal i contribueix a empitjorar la 

vasodilatació esplàncnica

L’efecte significatiu de la mescla racèmica D,L-threo-Dops en rates amb hipertensió portal obra 

una via de recerca al voltant de la possible indicació del fàrmac pro-adrenèrgic, L-threo-Dops, en 

el tractament de la hipertensió portal.

1.	

2.

3.	
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8.1	 TÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

8.1.1	 Tècniques relacionades amb l’estudi d’expressió gènica diferencial

8.1.1.1	 Microarrays de DNA

Extracció i conservació de la mostra

Obtenim mostres d’artèria mesentèrica superior (la màxima quantitat d’artèria possible, des 

de l’inici aòrtic fins les primeres ramificacions) per duplicat (2 rates per punt), i en 6 punts 

en el temps: 1hora, 6 hores, 24 hores, 3 dies, 5 dies i 14 dies post-lligadura o cirurgia sham. 

La mostra es submergeix immediatament en una solució de conservació de RNA, RNAlater 

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

Extracció del RNA

Per tal d’homogeneitzar la mostra utilitzem l’homogeneitzador Fast Prep (Qbiogene, Montreal, 

Canada), instrument dotat d’un rotor que es mou a alta velocitat i en múltiples direccions, 

capaç d’homogeneïtzar mostres en un període de temps molt curt. Dipositem la mostra en 

tampó de lisis, 6µL de Beta-mercaptoetanol (14.3M) i 600µL de buffer RLT (que conté tiocianat 

de guanidini), en un tub específic pel Fast Prep que conté unes boles de ceràmica.

Per realitzar l’extracció, s’utilitzen columnes de Qiagen (Valencia, CA, USA), RNeasy 

Fibrous Tissue Mini Kit, especifiques per teixit fibrós abundant en proteïnes contràctils, teixiu 

connectiu i col·lagen.

• Transferim l’homogeneïtzat a un tub eppendorf i afegim 492µl d’H
2
O (lliure de RNAses) i 8µL 

de Proteïnasa K.

• Incubem a 55ºC durant 10 minuts. 

• Centrifuguem 3 min a 14.000 rpm. 

• Pipetegem el sobrenedant a un nou tub.

• Afegim 350µL d’etanol.

• Pipetegem la mostra a una columna que conté un tub col·lector. Centrifuguem 15 segons a 

10.000 rpm. 

• Afegim 350µL del buffer RW1 (tampó de rentat que conte alcohol i tiocianat de guanidini) a la 

columna. Centrifuguem 15 segons a 10.000 rpm. 

• Per eliminar la possible contaminació de DNA, apliquem 80µL de solució de DNAsa (10 µL 

DNAsa, 27.3 unitats + 70µL buffer RDD) directament al centre de la membrana de la columna, 

deixem actuar l’enzim durant 15 min.

• Pipetegem 350µL del tampó de rentat a la columna. Centrifuguem 15 segons a 10.000 rpm. 

• Transferim la columna a un nou tub col·lector de 2mL. 

• Pipetegem 500µL del segon tampó 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 500µL del segon tampó de rentat (RPE) a la columna. Centrifuguem 2 minuts a 

10.000 rpm. 

• Afegim 500µL d’etanol al 80% per tal d’assecar la  membrana. Centrifuguem 2 minuts a 

10.000 rpm. 

• Per eluir l’RNA transferim la columna a un tub eppendorf de 1.5mL. Pipetegem 50µL d’aigua 

lliure de RNases directament al centre de la membrana i centrifuguem a la màxima velocitat 

(14.000 rpm). Repetim amb 50µL més d’aigua.	

Precipitació del RNA

Als 100µL obtinguts de l’elució de RNA, s’afegeix:

• 1µL Poliacrilamida Lineal (carrier).

• 10µL d’acetat de Na (3M, pH 5.5).

• 250µL d’etanol (100% v/v).

• Ho deixem tota la nit a –20ºC. L’endemà, centrifuguem durant 20 minuts, a 14000 rpm  

i a 4ºC.  

• Resuspenem el pellet amb 13 µL d’aigua lliure de RNases.

Control del RNA

Quantifiquem L’RNA obtingut amb l’espectofotòmetre Nanodrop (ThermoScientific, 

Wilmington, DE, USA). A més a més, realitzem un control de la integritat d’aquest RNA 

mitjançant l’equip 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), on les diferents mostres de RNA 

són separades i monitoritzades (detecció fluorescent amb làser). El software del Bioanalyzer 

genera un gel virtual, una nota de l’1 al 10 d’integritat de l’RNA (RIN), i un coeficient  entre 

els dos pics ribosomals (18s i 28s) , que fa possible determinar el grau de degradació de la 

mostra. Considerem que la mostra de RNA és un material de partida vàlid pel subseqüent 

estudi d’expressió gènica diferencial si el RIN és igual o superior a 7, i si el coeficient dels pics 

ribosomals està entre 2,5 i 3.
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Amplificació per transcripció in vitro

Figura 9. Perfils de RNA total

Figura 10. Amplificació in vitro

Amb l’objectiu d’amplificar linealment cadascun dels RNAs missatgers presents en les mostres 

d’artèria mesentèrica i obtenir les seqüències anti sentit de les mateixes (aRNA), realitzem 

una amplificació per transcripció in vitro seguint el protocol del kit Amino Allyl MessageAmp 

aRNA amplification kit (Ambion). Breument, l’amplificació consisteix en tres reaccions 

enzimàtiques consecutives (figura 10), inicialment es sintetitza la primera cadena de cDNA, la 

qual conté la sequencia del promotor de la T7 polimerasa a l’extrem 5’ mitjançant un primer 

que consta d’un oligo dT seguit del promotor de la T7 polimerasa. Seguidament, té lloc la 

síntesi de la segona cadena de cDNA , que donarà a lloc al DNA motlle per la transcripció 

in vitro. L’objectiu d’aquesta última reacció es generar múltiples còpies de RNA on part dels 

nucleòtids UTP són reemplaçats per 5-(3-aminoalil)-UTP(aaUTP), el qual disposa d’una amina 

primària que posteriorment, durant el marcatge, s’enllaçarà de manera covalent al grup ester 

dels fluorocroms cianines (NHS esters).

• Transcripció reversa 

Per tal de sintetitzar la primera cadena de cDNA que contingui la seqüència del promotor de la 

T7 a l’extrem 5’, es dur a terme una transcripció reversa utilitzant un encebador que conté un 

oligo (dt) seguit del promotor de la T7. D’aquesta manera, aconseguim seleccionar els RNAs 

missatgers, ja que aquests contenen una cua d’As.

• Mesclem 750ng de RNA total amb 1µL del primer T7Oligo (dT), i ajustem el volum a 12µL.

• Incubem les mostres 10 min a 70ºC  en un termociclador (en un bany oscil·laria massa la 

temperatura).

• Afegim 8µL a cada mostra  de la barreja de reacció: 

• Incubem 2 hores a 42ºC en un termociclador.

• Síntesi de la segona cadena de cDNA

Aquesta reacció pretén convertir la primera cadena de DNA (híbrid DNA-RNA) en una doble 

cadena de DNA, la qual representarà el motlle per la subseqüent transcripció. És necessari 

l’acció de dos enzims, la RNAsa, per degradar el RNA, i la DNA polimerasa, per tal de sintetitzar 

la segona cadena del cDNA.

• Afegim 80µL a cada mostra  de la barreja de reacció:

• Incubem 2 hores a 16ºC en un termociclador deixant la tapa (que es troba a 100ºC) 

oberta.

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

Reactius Volum (µL)
H2O lliure de RNases 63
buffer 2na cadena 10X 10
barreja de dNTPs 4
DNA polimerasa 2
RNAsa H 1

5’ AAAA 3’
TTTT-T7

TTTT-T7
TTTT-T7Total RNA + 

T7Oligo(dT)Primer

5’ AAAA 3’
TTTT-T73’

cDNA

dsDNA

5’ AAAA 3’
TTTT-T73’

3’ UUUU 5’
3’ UUUU 5’

3’ UUUU 5’
3’ UUUU 5’
3’ UUUU 5’
3’ UUUU 5’

3’ UUUU 5’
3’ UUUU 5’

aRNA

S íntes is  s egona cadena de cDNA

T rans cripc ió in V itro

T rans cripc ió R evers a

RNA Integrity Number (RIN): 6.2  RNA Integrity Number (RIN): 8.7   
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• Purificació del cDNA

La purificació de la doble cadena de cDNA és necessària per tal d’eliminar RNA, encebadors, 

enzims i sals que podrien inhibir la transcripció in vitro. Utilitzem unes columnes presents al kit.

• Afegim 250µL de Buffer específic pel cDNA a cada mostra

• Fem passar la barreja a través de la columna centrifugant 1 minut a 10.000g. 

• Apliquem sobre la membrana de la columna 500µL de buffer de rentat. Centrifuguem 1 

minut a 10.000g. 

• Finalment, eluïm l’RNA amb 9µL d’H20 lliure de RNases i prèviament escalfada a 55ºC. 

Abans de centrifugar deixarem en contacte l’H2O i l’RNA a temperatura ambient durant 2 

minuts. Centrifuguem 2 minuts. Realitzem l’elució per duplicat de manera que el volum final 

sigui aproximadament de 16µL.  

• Transcripció In Vitro

La síntesis del RNA antisentit per transcripció in vitro, genera múltiples copies de RNA on part 

dels nucleòtids UTP son reemplaçats per 5-(3-aminoalil)-UTP (aaUTP), el qual disposa  d’una 

amina primària que posteriorment, durant el marcatge, s’unirà químicament al grup ester del 

fluorocrom Cy5 o Cy3 (NHS ester).

El substrat d’aquesta reacció 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 amplificació lineal de 

cadascun dels RNA missatgers presents en la mostra original.

• Afegim 26µL de la barreja de reacció a cada mostra:

• Incubem 14 hores a 37ºC a l’estufa.

• Per parar la reacció afegim 60µL d’H20 lliure de RNases, assolint un volum final de 

100µL.

• Purificació del aRNA

La purificació del RNA sintetitzat és necessària si es vol eliminar els nucleòtids no incorporats, 

Reactius Volum (µL)
aaUTP (50mM) 2
barreja de ATP,CTP,GTP (25mM) 12
solució UTP (50mM) 4
buffer de transcripció 10X 4
solució de la T7 RNA polimerasa 4

així com les sals, enzims o fosfats inorgànics que podrien estar presents. Així, aconseguim una 

millor estabilitat del RNA i assegurem una òptima reacció d’acoblament entre els grups amino 

allyl i els fluorocroms. 

• Afegim 350µL de buffer específic pel aRNA i 250µL d’etanol al 100%, a cada mostra

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

• Apliquem 650µL de buffer de rentat al filtre. Centrifuguem 1 minut a 10.000g.

• Eluim l’aRNA amb 100µL d’H20 lliure de RNases i  escalfada a 60ºC. Després de deixar que 

l’H20 i el RNA estiguin en contacte durant 2 minuts, centrifuguem 1.5 minuts.

Control de l’RNA antisentit

Quantifiquem per espectofotometria (Nanodrop) l’RNA antisentit generat per cadascuna de 

les mostres. Partint de 750ng de RNA total per la transcripció reversa s’obté una mitja de 

35µg per pool d’artèries. 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’amplificació 

obtingudes a partir de la separació espectrofotomètrica mitjançant el Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies). Per aconseguir una hibridació òptima, les corbes per a cadascuna de 

les mostres, han de presentar el màxim grau de solapament i el punt màxim d’aquestes ha 

d’estar al voltant de 1000 nucleòtids.

Figura 11. Perfils d’amplificació de aRNA 
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Marcatge de l’RNA antisentit

Es marquen amb fluorocroms (Cy3 o Cy5) 5µg de cada mostra, seguint el protocol del kit. El 

marcatge fluorescent de l’RNA antisentit es basa en la reacció química covalent d’acoblament 

entre el aminoalil del nucleòtid modificat UTP (aaUTP) i l’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 cohibridació 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 marquen amb el fluorocrom contrari, xip dye swap. Així doncs, cada punt en el 

temps dona a lloc 4 reaccions de marcatge. Finalment, per tal de determinar la proporció de 

fluoròfor incorporat i la concentració final de RNA, es mesura amb el Nanodrop l’absorbància 

del RNA a 260nm i dels fluorocroms Cy3 i Cy5 a 550 i 650 nm, respectivament. Es considera 

una incorporació òptima, de 30 a 60 molècules de fluoròfor per cada 1000 nucleòtids.

• Liofilitzem (speedVac) 2 mostres control i 2 problema (5µg cadascuna).

• Resuspenem les mostres amb un buffer d’acoblament subministrat pel kit.

• Resuspenem un vial de Cy3 amb 22µL de DMSO, fem el mateix amb un vial de Cy5.

• Afegim 11µL de la solució de fluorocrom a cada tub.

• Deixem les mostres a la foscor i a temperatura ambient durant 30 minuts perquè la reacció 

de marcatge tingui lloc.

• Parem la reacció amb un excés de grups amino (4.5µL d’hidroxilamina per tub), bloquejant 

els Cys no incorporats.

• Portem el volum final a 30µL amb H
2
O lliure de RNases. 

Hibridació del RNA

Seguint el protocol del kit d’hibridació d’Agilent Tecnologies el qual subministra les solucions 

d’hibridació, la solució de RNA control, així com també la solució de fragmentació. Els 

microarrays que es van utilitzar, Rat Oligo Microarray (Agilent Technologies) contenen més 

de 20.000 sondes de 60 oligonucleòtids, 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’hibridació del RNA diana:

• Portem les solucions a 240µL amb H2O lliure de RNases.

• Afegim 10µL de tampó de fragmentació a cascun dels tubs i incubem a 60ºC durant 

30 minuts. Fragmentant els transcrits evitem la formació d’estructures secundàries que 

podrien inhibir la posterior hibridació.

• Afegim 250µL de solució de hibridació 2x. 

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

• Apliquem 490µL de la solució final amb molta cura sobre l’array corresponent, intentant 

que no quedin bombolles. Introduïm el xip dins la càmera d’hibridació i aquesta al forn que 

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

Rentat dels arrays

El rentat dels arrays té com a finalitat l’eliminació, tant de la mostra marcada que no s’ha hibridat 

com de la hibridació inespecífica. Abans que la incubació finalitzés es preparem 2 solucions 

de rentat (SR1 i SR2)  i les fem passar per un  filtre de 0.2µm. Realitzem consecutivament 3 

rentats diferents:

• Desmuntem les càmeres de hibridació, recuperant l’array, en una cubeta amb 250mL de 

la SR1.   

• Col·loquem els arrays a un graella, situada dins d’una cubeta, submergida amb SR1. Rentem 

durant 10 minuts i en moviment (agitador magnètic).

• 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 

queda entre la cubeta i el contenidor, s’omple amb gel picat, mantenint així la temperatura 

de rentat a 4ºC. També es realitza en moviment.

• Després de finalitzar l’últim rentat es assequem els arrays, utilitzant una pistola de N
2
 que 

disposa gas a pressió i permet assecar el xip d’una manera ràpida i uniforme.

Lectura dels arrays

Realitzem un escaneig amb un lector de microarrays (GenePix 4100A, Axon Instruments 

Inc.) per tal de quantificar la fluorescència de cada gen. El lector, que consta de dos làsers 

diferents, escaneja l’array a dos longituds d’ona, 532nm i 635, excitant els fluoròfors Cy3 i Cy5, 

respectivament. Un fotomultiplicador converteix els fotons d’emissió en una senyal elèctrica, 

la qual és transformada a una imatge digital de bits/pixels mitjançant un convertidor. Per tal 

de digerir i extreure la informació que contenen les imatges adquirides utilitzem un programa 

d’anàlisis cru de les dades, GenePix Pro 5.0, el qual genera un fitxer GPR (Gene Pix Results) amb 

tota la informació necessària per realitzar l’anàlisi estadístic de les dades. Aquest programa 

també ens és útil per controlar la qualitat de l’array mitjançant una visualització de les dades 

i així, poder anul·lar punts o gens que creiem inadequats o vam donar bons aquells que el 

programa havia assignat com a nuls .

Anàlisis de les dades

Analitzem les dades obtingudes utilitzant el Bioconductor Limma Packagage 

http://www.bioconductor.org/.
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• Control de qualitat de l’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 comparació amb tots els presents al array, 

i finalment, en determinar quina fluorescència tenen els punts controls (positius, negatius i 

d’intensitat coneguda).

 

• Correcció del soroll de fons

Consisteix en eliminar aquells punts o gens que no superen determinats nivells d’intensitat 

(fluorescències inferiors a 250) o per al contrari, aquells amb intensitats tant elevades que 

superen la capacitat de detecció del sistema, aquests els anomenem saturats i presenten 

intensitats superiors a 65.000. El mètode 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’expressió negatius.

 

• Normalització

Una normalització és necessària per eliminar les components no biològiques que podrien 

afectar a les mesures de nivell d’expressió gènica, així doncs, la normalització permet 

corregir les diferencies existents entre el xip directe i el dye swap, equilibrant les intensitats 

dels dos canals. Les fonts de variacions no biològiques entre les dues repliques tècniques 

poden ser degudes a diferències en la incorporació del fluorocrom a cada mostra, en la 

sonda dipositada a cada spot, en l’eficiència del marcatge, la pèrdua d’intensitat d’un dels 

fluorocroms (normalment Cy5)  o a una variació en la potencia dels dos làser. La normalització 

que s’efectua s’anomena Loess (119) i es basa en dues premisses:

• La majoria dels gens de l’array no canvien substancialment la seva expressió en resposta 

a una situació determinada, així que la mitjana aritmètica dels valors relatius de l’expressió 

d’un gen en la mostra problema respecte la control ha de ser 1. Mitjana(F532/F635)=1.

• Considera que els arrays contenen una distribució a l’atzar d’un nombre elevat de gens, 

així, aleatòriament 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 hibridació 

de tots els gens de l’array serà igual per a cada mostra. Mitjana[Log
2
(ΣR/ΣG)]=0, on R és 

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

• Filtre de gens per nivell d’expressió

Es realitza un filtre dels resultats obtinguts per així analitzar només aquells gens que tenen una 

certa probabilitat d’estar regulats. Ens quedem amb aquells que presenten un valor d’expressió 

relatiu (Mean fold change) superior a 2, al menys en un dels 6 punts estudiats. 

• Anàlisi Temporal

Utilitzem el programa maSigPro (120) per dur a terme un anàlisis de la tendència d’expressió 

gènica 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’expressió tal que s’ajusta a un polinomi de 

segon grau amb coeficient de regressió (R2) major a 0.6. D’aquesta manera, seleccionem 

gens amb un perfil d’expressió diferencial estadísticament significatiu.

• Agrupació en clústers

Per tal de descobrir patrons d’expressió 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’expressió, son gens que estan co-expressant-se, i per tant les seves funcions biològiques 

podrien estar relacionades. Aquest algoritme agrupa  els gens en grups o clusters amb perfil 

d’expressió similar.

• Anàlisi funcional dels clústers

Després d’haver agrupat els gens que tenien un patró d’expressió temporal comú, hauríem 

de determinar si algun cluster (conjunt de gens amb expressió similar) esta associat a  

algun fenomen biològic, o està associat a alguna funció molecular determinada. Realitzem 

un anàlisi d’ontologia gènica (Gene Ontology analysis). GO és una base de dades  

(http://www.geneontology.org) que conté anotacions genèriques que descriuen funcions 

moleculars, processos biològics i components cel·lulars associats a cadascun dels gens. Les 

anotacions assignades a cada gen estan organitzades de forma jeràrquica, així que termes 

de baix nivell seran més específics (ex: fotosíntesis) que no els situats en un alt nivell, els 

quals no distingeixen diferents espècies. Per determinar si una anotació 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 anotació amb tots els 

gens de l’array associats a aquest mateix GO.

• Anàlisi 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’interès 
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on cada unió, que representa una relació molecular determinada, esta justificada per cites 

bibliogràfiques disponibles al PubMed.

8.1.1.2 RT-PCR a temps real

Validem per PCR a temps real l’expressió diferencial, prèviament determinada amb l’experiment 

dels microarrays, de 50 gens, realitzant una quantificació 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’aquesta tècnica per estudiar l’expressió diferencial, dels 50 gens seleccionats, en 

mostres d’artèria hepàtica i artèria mesentèrica de rates cirròtiques comparada amb rates 

controls.

Extracció de l’RNA

L’extracció de l’RNA de les mostres de les artèries hepàtiques i mesentèriques de les rates 

cirròtiques i controls, es realitza amb les columnes d’extracció de Qiagen, utilitzant el kit 

RNeasy Fibrous Tissue Mini kit. Protocol explicat a l’apartat 1.1.1.1.

Transcripció Reversa

Utilitzem el High-Capacity cDNA Archive Kit (Aplied Biosystems) que conté reactius per dur a 

terme la transcripció reversa (RT) de RNA total a cDNA. Partim de 300ng de RNA de la mostra 

i ho portem a un volum final de 50µL amb H
2
O lliure de RNases.

• Afegim a cada mostra 50 µL de la barreja de reacció:

Reactius Volum (µL)
Tampó de RT 10X 10
solució de dNTPs 25X 4
random Primers 10X 10
transcriptasa Reversa, 50U/µL 5
H2O lliure de RNases 18.5
inhibidor de RNases 2.5

• Utilitzem el termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied bisosystems), seguint 

les següents condicions:

hibridació extensió
temperatura (ºC) 25 37
temps (min) 10 120

PCR a Temps Real

Utilitzem unes targetes microfluídiques dissenyades per nosaltres i produïdes pel fabricant 

(Applied Biosystems) que disposen de 384 pous, on té llloc la reacció de PCR a temps real 

específica 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 anàlisi d’expressió de 62 gens (inclòs 

el control endogen, 18s). Per cada mostra realitzem tres rèpliques tècniques. La quantificació 

relativa de cada gen respecte a la seva mostra control (PVL respecte sham a cada punt en el 

temps) es realitza mitjançant el mètode 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 que 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 proteïna ribosomal del 18s. Per determinar l’increment o disminució de l’expressió 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 específic 

i el de l’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 – ΔΔCT

_Ct mostra = C t gen - C t control endògen
__ Ct = _ Ct mostra - _Ct mostra calibradora

Per determinar l’RQ de les mostres d’artèria mesentèrica i artèria hepàtica obtingudes pel 

model de tertaclorur de carboni, es calcula una mitja dels ΔCTs de les mostres cirròtiques i de 

les mostres control, així el ΔΔCT correspon a una diferencia entre dues mitjanes. 

• En un tub eppendorf , es mesclen  25 µL del producte de la RT , 25 µL d’ H
2
O lliure de 

RNases i 25µL de la solució Taqman Universal Master PCR Master Mix (Applied biosystem), 

subministrada pel kit i que conté la DNA polimerasa (AmpliTag Gold), nucleòtids i tampons 

específics per aquesta reacció.

• Carreguem cada pou amb  aquests 100µL.

• Centrifuguem cada placa durant 3 minuts a 12.000 rpm. 

• Utilitzem el termociclador 7900HT (Applied Biosystems) amb les següents condicions:

desnaturalització hibridació/extensió
temperatura (ºC) 94.5 97 59.7
temps (min) 10 0.5 1

activació de la 
AmpliTaq Gold         

40 cicles
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8.1.2	 Tècniques relacionades amb l’estudi de proteïnes

8.1.2.1  Western Blot

Per tal de determinar nivells d’expressió de proteïnes relacionades amb el sistema adrenèrgic, 

com la Th, Dbh o Snap 25, utilitzem la tècnica del Western blot, en mostres d’artèria mesentèrica 

superior, artèria renal, artèries de resistència i jejú. 

Extracció i conservació de la mostra

Extraiem tant l’artèria mesentèrica superior com l’artèria renal esquerra, des del respectiu 

inici aòrtic fins a les primeres ramificacions, immediatament després, submergim les mostres 

en N
2
 líquid, i finalment les conserven a -80ºC fins el seu processament. A les mostres de jejú 

(uns 3 cm) se’ls hi efectua un rentat de l’interior (intentem conservar la mucosa intestinal) 

amb sèrum fisiològic abans de submergir-les en N
2
 líquid, també es guarden a -80ºC. Pel què 

fa a la glàndula adrenal, després d’aïllar-la del teixit connectiu que la rodeja, es congela en N
2 

líquid i finalment s’emmagatzema a -80ºC. 

Pel què fa a l’extracció de les artèries mesentèriques de resistència, seguim el protocol 

descrit per Briones et al. (121). Després de l’exsanguinació de l’animal per decapitació, 

extreiem l’arc mesentèric i l’expandim sobre una superfície de silicona on queda submergit 

per una solució salina, solució de Krebbs. Aquesta solució, s’ha de mantenir a 4ºC. Amb l’ajuda 

del microscopi, les artèries de resistència de tercer, quart i cinquè ordre, es separen de la 

seva corresponent vena (component rígid) i del teixit gras i connectiu que les rodeja. Durant 

l’operació d’aïllament, la solució salina freda es renova cada 10 minuts. Finalment, aquests 

vasos es submergeixen en N
2
 líquid i es guarden a -80ºC.

Extracció de proteïnes

• Les mostres de teixit amb 250µL de tampó de lisis (10 mg deoxicolat sodi / ml RIPA) 

i 5 µL de solució d’inhibidors de proteases (Sigma-Aldrich) s’introdueixen dins dels tubs 

específics del Fast Prep (contenen unes boletes de ceràmica) i s’homogeneïtzen. El temps i 

la intensitat de la homogeneïtzació 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 

cèl·lulars).

• Deixem les mostres 60 minuts a -80ºC. 

• A continuació, la mostra es centrifuga a 13000 rpm durant 30 minuts, a 4ºC.

• Finalment, es quantifica el sobrenadant mitjançant la detecció colorimètrica a 652 nm de 

l’assaig BCA (Pierce Biotechnology, IL, USA).  

El rendiment de l’extracció de proteïnes varia en funció del teixit processat (taula).

Electroforesi SDS-PAGE (Mètode Laemmli)

Per l’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’ 1mm 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 proteïnes utilitzem un extracte de proteïna 

de glàndula adrenal d’una rata control. 

• Posem el gel al mòdul i l’omplim amb Running Buffer upper, omplim la part exterior amb 

Running Buffer Lower fins al mateix nivell que l’Upper.

• Prepararem el gel de l’electroforesi, netejant-lo amb H
2
O destil·lada i omplint els pous amb 

l’ajut d’una xeringa amb  Running lower.

• Preparem les mostres i el pes molecular (SeeBlue® prestained standard 1x), afegint tampó 

de carrega i un agent reductor.

concentració (mg/mL)
SMA 2,6
Jejú 14,8
MRA 2
artèria renal 1
glàndula adrenal 12,4

reactiu volum (µl)
extracte proteïna 7.8
NuPage LDS sample buffer 4x 3
NuPage LDS Reducing agent 1.2

reactiu volum (µl)

pes molecular 3.6
NuPage LDS sample buffer 4x 3
NuPage LDS Reducing agent 1.2
H2O 4.2

• Seguidament, bullim les mostres a 95ºC durant 10 minuts 

• Carreguem 11µl de cada mostra i pes molecular  

• Els gels es corren a voltatge constant de 120v durant aproximadament dues hores
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Electrotransferència

Les proteïnes 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 tampó 

de transferència, per treure les bombolles d’aigua que podrien bloquejar la transferència.

• Hidratem les membranes (30 segons en metanol, 1 minut en H
2
O, 5 minuts en tampó de 

transferència).

• Mullem els papers de filtre amb el tampó de transferència 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 mòdul (fins que el sandwich quedi cobert) i l’interior de la cubeta 

amb tampó de transferència 

• La transferència es realitza durant una hora a una diferència de potencial de 30v. 

Una vegada finalitzada la transferència, es comprova la presència de les proteïnes, tenyint la 

membrana, durant dos minuts, amb vermell de Ponceau (Sigma-Aldrich). Es renta amb H
2
0 

per eliminar l’excés de colorant. 

Immunodetecció

La detecció de les proteïnes d’interès es du a terme mitjançant la hibridació seqüencial de 

la membrana amb un anticòs primari per la proteïna (taula) i posteriorment amb un anticòs 

secundari conjugat amb la peroxidasa de rave. El control de càrrega es realitza amb la 

imunodetecció de la β actina.

organisme hoste dilucions fabricant

Th conill 1/200 Abcam

Dbh ratolí 1/250 Santa Cruz

Snap 25 ratolí 1/500 Chemicon

_ actina ratolí 1/5000 Sigma

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

Taula 6. Llista dels anticossos primaris utilitzats

• 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 4ºC, sempre amb agitació.

• A continuació, s’incuba la membrana amb la dilució adequada de l’anticòs primari (taula) 

en TBS-T durant 1 hora a temperatura ambient i amb agitació

• Es realitzen tres rentats de 10 minuts amb TBS-T per eliminar l’excés d’anticòs primari

• La membrana s’ incuba amb l’anticòs secundari, anti IgG, diluït en TBS-T(1/30000), durant 

1 hora a temperatura ambient i amb agitació

• Per eliminar l’excés d’anticòs secundari, es renta la membrana per triplicat amb TBS-T 

durant 10 minuts 

• Les bandes electroforètiques obtingudes es detecten mitjançant un sistema quimiluminiscent, 

ECL Plus kit  (Amersham). Durant un minut les membranes s’incuben amb el tampó de detecció 

que conté el substrat de la peroxidasa (500µl tampó A i  500µl tampó B). Amb paper de filtre 

absorbim l’excés d’aquest tampó.

• Revelem les membranes amb  pel·lícules fotogràfiques, Amersham Hyperfilm ECL 

(Amersham). El temps d’exposició de la pel·lícula sobre la membrana depèn de l’anticòs 

primari utilitzat.

Per re-incubar la membrana amb diferents anticossos primaris, la submergim amb stripping 

buffer (ThermoScientific) durant 30 minuts a 55ºC amb agitació. Posteriorment, la membrana 

es bloqueja i es segueix el protocol d’imunodetecció descrit.  

Anàlisi

La densitometria de les bandes es quantifica mitjançant 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 β actina). Finalment, es comparen les 

intensitats de les bandes que provenen de diferents mostres i que han estat detectades amb 

un mateix anticòs, amb un test t, utilitzant el programa Sigma Stat 3.0.

8.1.2.2  Immunohistoquímica

Realitzem la tècnica d’imunohistoqimica per tal de detectar l’enzim tirosina hidroxilasa (Th) i 

el neurotransmissor noradrenalina en els paquets nerviosos de mostres d’artèria mesentèrica 

superior així com d’artèria renal dreta de rates amb hipertensió portal i rates control. La 

imunodetecció de Th s’efectua en teixit parafinat, en canvi per la noradrenalina, en teixit 

congelat.

Extracció i conservació de la mostra

La SMA de cada animal s’extreu des de l’origen aòrtic fins les primeres ramificacions. Les 

artèries destinades a la imunodetecció de Th, es fixen amb paraformaldehid tamponat al 4% 

durant 20 hores i es conserven a 4ºC amb etanol al 50% fins al seu processament. Per altre 

banda, les SMA destinades a la imunodetecció de noradrenalina, un cop aïllades de l’animal, 

es congelen amb N
2
 líquid, i finalment s’emmagatzemen a -80ºC.
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Inclusió amb parafina o OCT

El mètode d’inclusió en parafina (taula) consisteix en un primer pas de deshidratació, on el 

teixit, dins d’un casset, es submergeix amb alcohols creixents per eliminar l’H
2
0, a continuació 

es submergeix amb xilol (miscible en alcohol i parafina) que omple l’espai que ocupava l’H
2
0 

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

Per altre banda, les mostres de SMA congelades, s’ inclouen en un bloc d’ OCT(Tissue-Tek®) a 

-20ºC. Durant la inclusió, tant en parafina com en OCT, la mostra s’ orienta tal que la zona d’interès, 

la part més proximal a l’origen aòrtic, quedi el més a prop possible de la superfície de tall.

Talls histològics

Es realitzen talls de 3µm 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 mitjançant un criostat (Leica CM3050S) es realitzen talls de 10 µm, que 

també es van dipositant sobre preparacions, les qual s’emmagatzemen a -20ºC.

Pre- tractament de la mostra parafinada

• Les mostres es  desparafinen a 60ºC durant 60min. 

• A continuació es porta a terme el procés de deshidratació, dins de cubetes, sense agitació 

i a temperatura ambient.

solució temps (min)

etanol 70% 45
etanol 96% I 30
etanol 96% II 30
etanol 100% I 15
etanol 100% II 45
xilol I 15

xilol II 15
parafina I 60
parafina II 60

solució temps (min)

citrosol 20
etanol 100% 5
etanol 95% 5
etanol 70% 5
H2O d 5

• Els portes s’introdueixen en tampó citrat, durant 20 minuts a 95ºC, després, es deixen 

refredar dins del mateix tampó durant 25 minuts. 

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

Pre- tractament de la mostra congelada

• Es deixa descongelar les preparacions durant 30 minuts a temperatura ambient.

• A continuació, es  fixen les mostres amb paraformaldehid al 4% (v/v) durant 10 minuts.

• Es realitza un rentat ràpid seguit de tres rentats de 5 minuts en PBS 1x, en agitació i a 

temperatura ambient.

Immunodetecció

• Es bloqueja la peroxidasa endògena amb una solució de H
2
O

2
 (3% v/v) durant 10 minuts 

amb agitació.

• Es realitzen dos rentats de 5 minuts, el primer amb  H
2
O destil·lada i el segon amb PBS 1x.

• A continuació, es  bloquegen les mostres amb una solució de sèrum de cabra i PBS 1x (5% 

p/v). S’apliquen 50µL de solució de bloqueig sobre cada mostra i es deixa incubar dins d’una 

càmera humida durant 30 minuts a temperatura ambient. 

• Després d’escórrer la solució de bloqueig, sense rentar, s’apliquen 50µl de dilució d’anticòs 

primari anti-Th (Abcam, Cambridge, UK) o anti-noradrenalina (Abcam) sobre cada mostra 

i es deixa incubar en una càmera humida tota la nit a 4ºC. La dilució de l’anticòs 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 solució de l’anticòs primari, les 

mostres s’incuben amb PBS 1x.

• Per tal d’eliminar l’excés d’anticòs primari, es realitzen tres rentats de 5 minuts amb  

PBS 1x. 

• L’anticòs secundari EnVISION anti-rabbit (Dako) s’aplica sobre cada mostra i s’incuba 

durant 30 minuts a temperatura ambient.

• Per tal d’eliminar l’excés d’anticòs secundari, es renten les preparacions per triplicat amb 

PBS 1x, durant 5 minuts.

• Per detectar la proteïna, s’utilitza la solució de revelat per l’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 

reacció de marcatge es para amb H
2
O destil·lada, i finalment amb aigua corrent.

• La contratinció es realitza submergint les preparacions uns segons amb hematoxilina de 

Mayer (Sigma-Aldrich), per l’imunodetecció de Th, o de Harris (Sigma-Aldrich) en el cas de la 

noradrenalina. Seguidament, se n’elimina l’excés rentant amb abundant aigua corrent.
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A) Identificació  dels paquets nerviosos perifèrics a SMA. B) Transformació de d’imatge 
a escala de grisos. C) Selecció de la regió d’interès (ROI). D) Determinació del marcatge 
imunohistoquímc dins de l’àrea ROI.

Figura 12. Anàlisis de les imatges de imunohistoquímica per Th

• Després de deixar les mostres amb H
2
0 destil·lada durant 5 minuts, es  deshidraten  

submergint els portes 10 vegades en alcohols creixents (etanol al 70, 95 i 100% 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.

Quantificació i anàlisis

Per tal de dur a terme l’anàlisi dels resultats obtinguts per l’imunohistoquímica de Th, es 

realitzen fotografies digitals a un augment 200X dels paquets nerviosos que rodegen l’artèria 

mesentèrica superior o l’artèria renal utilitzant una càmera digital acoblada a un microscopi 

Olympus BX61 (Olympus, Hamburg, Alemanya). Mitjançant el programa d’anàlisi d’imatge 

AnalySIS® es determina el nombre de feixos nerviosos presents en cada mostra, l’àrea de 

cadascuna de les estructures nervioses i l’àrea d’aquestes estructures en què s’hi detecta 

imunomarcatge. En primer lloc, s’efectua una separació de colors de tipus RGB, a continuació, 

es realitza una subtracció 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’interès (ROI), que corresponen a l’àrea que 

ocupen els feixos nerviosos presents en cadascuna de les imatges. Finalment, el programa ens 

proporciona el número de ROIs (paquets nerviosos), l’àrea ROI (àrea dels paquets nerviosos), 

així com l’àrea marcada per Th dins d’aquesta regió (àrea nerviosa tenyida).

Els paràmetres morfològics relatius a les estructures nervioses es comparen amb un test de 

Man Withney (no paramètric) utilitzant el programa Sigma Stat 3.0. Establim la significança 

estadística a p<0.05.

8.1.3	 Tècniques relacionades amb la localització del RNA missatger

8.1.3.1  Hibridació in situ de RNA

La tècnica de hibridació in situ ens permet localitzar l’RNA missatger del gen de la tirosina 

hidroxilasa en talls transversals d’artèria mesentèrica superior, específicament, en regions 

proximals i distals a l’origen aòrtic. El gangli mesentèric s’utilitza com a control positiu.

Construcció de la sonda

• Extracció RNA

Inicialment, realitzem una extracció d’RNA total de la glàndula adrenal amb el kit RNeasy 

Fibrous kit (Quiagen), seguint el protocol del fabricant. Obtenim 900µg/µl d’RNA en un volum 

final de 50µl.

 

• Retrotranscripció

Realitzem la retrotranscripció utilitzant el kit de high capacity cdna reverse transcription kit 

(Applied Biosystems). Partim d’1µg d’RNA total i utilitzem un primer que conté el promotor de 

la T7 polimerasa (ThT71480: 5’-TAATACGACTCACTATAGGGTGTGCAGCTCATC-3’).

Reactius Volum (µL)
Tampó de RT 10X 2
solució de dNTPs 25X 0.8
Primer Th1480 (-) (20pmol/µl) 1
transcriptasa Reversa, 50U/µL 1
H2O lliure de RNases 4.2
inhibidor de RNases 1

La reacció té lloc en un termociclador GeneAmp®PCR System 2700 i amb les següents 

condicions:

hibridació extensió desnaturalització
temperatura (ºC) 25 37 85
temps (min) 10 120 5 segons
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• PCR

2µl del cDNA obtingut s’amplifiquen per PCR utilitzant primers específics per l’RNAm de 

Th: primer forward (Th1255: 5’-CAGACACAGCAGCTGTGCAGCC-3’) i primer reverse (utilitzat 

prèviament per la retro-transcripció, ThT71480), obtenint un fragment de 226 pb.

L’amplificació es du a terme amb un termociclador GeneAmp®PCR System 2700 (Applied 

Biosystems).

• Transcripció in vitro

Partint del fragment de cDNA amplficat per PCR, sintetitzem l’RNA antisentit per transcripció 

in vitro amb el kit DIG RNA labelled kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya). Durant 

aquest procés de transcripció, també es marca l’RNA amb digoxigenina (digoxigenina-UTP). 

Afegim a 1µg de cDNA els següents reactius, i ho portem a un volum final de 20µl.

Reactius Volum (µL)
Buffer 10x Pfu (MgCl2) 10
solució de dNTPs (10mM) 1
Primer Th1255 (+) (20pmol/µl) 1
Primer Th1480 (-) (20pmol/µl) 1
Pfu (2.5 U/µl) 1
H2O lliure de RNases 84

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

La transcripció té lloc a 37ºC, durant 2 hores. Parem la reacció amb 2µl de EDTA (0.2M, 

pH8).

• Precipitem el transcrit marcat afegint 2.5µl de LiCl (14M) i 75µl d’etanol 100%(v/v). 

• Deixem la mescla 30 minuts a -80ºC i centrifuguem a 14000 rpm durant 15 minuts  

a 4ºC. 

• Rentem el pellet amb etanol gelat al 70% i centrifuguem a 14000 rpm, 5 minuts a 4ºC.

• Finalment, resuspenem el pellet en 50µl d’H
2
O destil·lada.

• Control de marcatge

Seguint les instruccions del kit, realitzem un control de l’eficiència del marcatge amb un RNA 

control marcat amb digoxigenina. 

• Preparem una dilució (R1) de la sonda marcada de 10ng/µl amb RNA Dilution buffer. Fem la 

mateixa dilució per un RNA control (marcat amb digoxigenina) que subministra el kit.

• Partint de R1, realitzem les següents dilucions seriades: 1/10, 1/1000, 1/3300, 1/104, 

1/3,3.104

• Apliquem 1µl de cada dilució, de sonda i d’RNA control, a una membrana de nylon carregada 

positivament (3x5 cm, aproximadament).

• Fixem els àcids nucleics a la membrana amb exposició UV.

• Rentem la membrana amb agitació i durant 2 minuts amb tampó de rentat.

• Bloquegem la membrana durant 30 minuts amb solució de bloqueig.

• Incubem la membrana amb una dilució 1/5000 d’anticòs (anti-Digoxigenina conjugat a la 

fosfatasa alcalina).

• Realitzem dos rentats amb tampó de rentat durant 15 minuts en agitació.

• Equilibrem la membrana amb tampó de detecció durant 5 minuts.

• Apliquem 1mL de la solució de substrat quimiluminiscent (CSPD) i deixem incubar 5 minuts 

a temperatura ambient.

• Eliminem l’excés de substrat i col·loquem la membrana dins d’una bossa d’hibridació que 

posteriorment segellem.

• Incubem la membrana a 37ºC, durant 10 minuts.

• Finalment, exposem la membrana sobre una pel·lícula fotogràfica durant dos minuts.

Extracció i conservació de la mostra

Aïllem la SMA de l’animal des de l’origen aòrtic, fins les primeres ramificacions. Per tal 

de facilitar la posterior orientació de la mostra en el bloc de parafina, en aquest moment, 

realitzem un nus a la part distal de l’artèria. També extraiem el gangli mesentèric superior 

(SMG) situat entre la base de la SMA i l’artèria 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 4ºC. A més a més, la glàndula adrenal de l’animal, s’aïlla del teixit connectiu que 

l’envolta i ràpidament, es submergeix en RNA later (Ambion), on es conserva a 4ºC fins al seu 

processament.

Inclusió amb parafina

Abans d’incloure la SMA en el bloc de parafina, es divideix en dues parts, secció proximal i distal 

a l’aorta. La inclusió es realitza tal i com s’explica a l’apartat d’imunohistoquímica 1.1.2.2
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Talls histològics

Es realitzen talls de 3 µm amb el microtom de cadascuna de les mostres, i s’inclouen en 

preparacions successives.

Pre- tractament de la mostra

• Les mostres es desparafinen a 60ºC durant 60min. 

• A continuació, es realitza el procés de deshidratació, dins de cubetes, sense agitació i a 

temperatura ambient:

solució temps (min)

xilol 5 x 2
etanol 100% 3 x 2
etanol 95% 2 x 2
H2O d 5

• S’apliquen 10µl de proteïnasa K (10µg/mL), i s’incuba a l’hibridador (Dako) a 37ºC durant 

2 hores

• Aquest pre-tractament de proteòlisis es para amb etanol absolut durant 10 segons i 30 

segons més en H
2
O. Deixem assecar les preparacions.

Imunodetecció

• Per tal d’evitar estructures secundàries, escalfem la sonda a 55ºC durant 5 minuts.

• Sobre cada mostra, apliquem 30µL de la solució de la sonda, 500ng de sonda en tampó 

d’hibridació (reactiu del kit In situ hybridization Kit Plus, Agilent Technologies). En el cas del 

control negatiu, s’aplica aquesta solució en absència de sonda.

• La hibridació de la sonda amb l’RNAm de la Th, es porta a terme en un hibridador (Dako), 

amb un primer pas de desnaturalització, 1 minut a 94ºC, i un segon, d’hibridació, tota la nit 

(aproximadament 17 hores) a 55ºC.

• Les preparacions es renten amb SSC 2x durant tot el matí.

• Es realitza un rentat amb H2O destil·lada.

• Per prevenir la hibridació inespecífica, les mostres s’incuben amb formamida desionitzada 

al 50% (v/v) en SSC 2x a 50ºC durant 10 minuts.

• A continuació, s’efectuen 3 rentats de 10 minuts de SSC 1x.

• Les preparacions s’incuben amb tampó de bloqueig 1x durant 10 minuts en agitació.

• Després d’assecar els portes, s’aplica sobre cada mostra 15µl de solució d’anticòs anti- 

digoxigenina conjugat amb fosfatasa alcalina (dilució 1/250), i es deixa incubar a temperatura 

ambient durant 1 hora.

• Per tal d’eliminar l’excés de l’anticòs es realitzen dos rentats de 5 minuts amb una solució 

de 100 mM Tris-HCl (pH 7.5) i 150mM de NaCl, i un darrer rentat amb H
2
O destil·lada.

• A continuació, les preparacions s’incuben amb 20ml de la solució de substrat (CBIP/NBT) 

a 4ºC durant tota la nit.

• S’elimina l’excés de substrat amb abundant aigua corrent, durant 2 minuts.

• Per la contratinció 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 l’excés de tinció, les preparacions es van rentar amb H
2
0 corrent.

• Deshidratem les mostres submergint els portes 10 vegades en alcohols creixents (etanol 

al 70, 95 i 100% 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 

Extracció i conservació de la mostra

La SMA de l’animal s’aïlla des de la base de la aorta fins les primeres ramificacions. 

Immediatament després de l’extracció, l’artèria es va divideix en dos parts iguals, secció 

proximal i secció distal a l’origen aòrtic, i es submergeixen en RNAlater (Ambion). Les mostres 

es conserven en aquesta solució a 4ºCfins al seu processament.

Extracció del RNA

L’RNA total de cadascuna de les seccions (proximals i distals) s’extreu utilitzant columnes 

d’extracció del kit Rneasy Fibrous Tissue Mini Kit (Quigen).

• Transcripció reversa

Partint de 100ng de RNA total, realitzem la retro-transcripció amb el kit High capacity cDNA 

Archive kit (Applied Biosystems). A 10µl de la solució de RNA afegim:

Reactius Volum (µL)
Tampó de RT 10X 2
solució de dNTPs 25X 0.8
random Primers 10X 2
transcriptasa Reversa, 50U/µL 1
H2O lliure de RNases 3.2
inhibidor de RNases 1
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Aquesta reacció té lloc al termociclador GeneAmp® PCRSystem 2700 (Applied Biosystems) i 

sota les condicions són les següents:

hibridació extensió
temperatura (ºC) 25 37
temps (min) 10 120

• PCR

La PCR es du a terme amb Taqman gene expression assays (Applied Biosystems) específics 

per Th, Dbh i 18s (control endògen). A 10µL de cDNA obtingut, afegim:
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desnaturalització hibridació /extensió
temperatura (ºC) 94.5 97 59.7
temps (min) 10 0.5 1

activació de la 
AmpliTaq Gold         

40 cicles

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

seguint les següents condicions:

Reactius Volum (µL)
Taqman gene expression assay 1.25
Taqman Master Mix 12.5
H2O lliure de RNases 1.25

Anàlisi

La quantificació relativa dels gens Th i Dbh es realitza mitjançant el mètode comparatiu Ct 

(threshold cycle). Inicialment, els Cts corresponents als gens Th i Dbh, es normalitzen pel 

Ct del gen endògen (18s). Finalment, i definint la mostra de la secció distal com a mostra 

calibradora, es calcula la quantitat relativa (RQ) de Th i Dbh en la secció proximal comparada 

amb la distal, mitjançant el càlcul RQ = 2 – ΔΔCT

8.2	 TÈCNIQUES D’EXPERIMENTACIÓ ANIMAL

8.2.1	 Models experimentals d’hipertensió portal 

8.2.1.1  Model de la lligadura calibrada de la vena porta

Induïm una hipertensió pre-hepàtica 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 prèviament havia descrit Vorobioff et al (14). Amb una incisió abdominal i sota 

condicions d’anestèsia amb isofluorà (5% inducció i 2% manteniment) s’aïlla la vena porta del 

teixit gras mitjançant una lligadura, posteriorment, es col·loca una agulla de 20G (0.889mm) 

de punta roma entre la lligadura i la vena, i finalment, després de tancar amb força el nus, 

es retira l’agulla. A les rates control (sham) se les sotmet a una operació fictícia, realitzant 

exactament la mateixa operació amb la diferència que després de l’aïllament de la vena porta 

no es procedeix a la lligadura. Després de la intervenció, 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

Induïm una cirrosi hepàtica a rates Sprague-Dawley (Charles River) amb pes inicial entre 100 i 

120g mitjançant una ingesta forçada de tetraclorur de carboni (CCl
4
), tal i com es descriu en Oria 

et al (122). Amb l’administració de CCl
4
 produïm una hepatitis aguda, i amb la seva administració 

continuada generem una lesió hepàtica crònica que condueix al desenvolupament de la cirrosi. 

Per tal d’accelerar el model, administrem fenobarbital a l’aigua (0.3 g/l) una setmana abans de 

començar amb l’exposició al hepatotòxic.. Administrem CCl
4
 per via orogàstrica una vegada a 

la setmana sense anestesia i utilitzant una sonda de metall. El volum de la primera dosi és de 

20µL per cada animal. La dosi es modifica segons la variació del pes de l’animal a les 48 hores 

després de la última administració de CCl
4
, tal i com està 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 

l’hepatotòxic els hi administrem H
2
O.

Taula 7. Dosificació 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 60µL augment de 80µL
pèrdua de 2% -5.9% augment de 40µL augment de 60µL
pèrdua de 6% -10% augment de 20µL augment de 40µL
pèrdua de.1% -15% mateixa dosi mateixa dosi
pèrdua de > 15% disminució de 40µL disminució de 40µL
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Considerem que l’animal ha desenvolupat cirrosi quan aquest presenta líquid ascític, i ho 

comprovem aixecant la rata per la cua i observant si hi ha deformacions abdominals. Per tal de 

descartar una possible infecció, s’analitza el líquid ascític de cada rata cirròtica i es compten 

les cèl·lules polimorfonuclears amb una càmera de comptatge cel·lular (càmera Neubauer) al 

microscopi. Les rates desenvolupen cirrosi, entre 8 i 15 setmanes després de la primera dosi 

de CCL
4
.

8.2.1.3  Model de cirrosi per lligadura del conducte biliar  

Induïm una cirrosi biliar secundaria mitjançant 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’anestèsia amb isofluorà (5% inducció i 2% 

manteniment), dissequem el colèdoc del greix subjacent, cranial a la sortida dels conductes 

pancreàtics. A continuació, realitzem una doble lligadura amb seda de 5-0 i per evitar-ne la 

repermeabilització, efectuem una resecció d’un porció del colèdoc entre les dues lligadures. 

Una vegada finalitzada la cirurgia, administrem un tractament antibiòtic profilàctic (ampicil·lina 

10mg/Kg) per via subcutània. Setmanalment, per evitar hemorràgies, administrem a l’animal 

vitamina k per via intramuscular (8 mg/kg). A les 4 setmanes després de la cirurgia, considerem 

que l’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 antibiòtic com el de la vitamina k.

Figura 13. Tinció d’hematoxilina i eosina de seccions de fetge sham i BDL

A) Fetge sham  B) Fetge cirròtic. Magnificació a 200X

A. B.

8.2.2	 Mesura dels paràmetres hemodinàmics

Realitzem els estudis hemodinàmics al cap de 14 o 28 dies, després d’haver practicat la 

lligadura de la vena porta (rates PVL) o del conducte biliar (rates BDL), respectivament. Les 

mesures dels paràmetres hemodinàmics es realitzen sota condicions d’anestèsia amb ketamina 

(100mg/kg) i midazolam (5mg/kg), per via intraperitoneal. Durant el registre, controlem que 

la temperatura rectal de l’animal es mantingui a 37ºC. Les mesures s’enregistren mitjançant 

la unitat d’adquisició de dades PowerLab (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), que consta 

del software Chart 5.0.

• Mesura de la pressió arterial mitja 

Mesurem la pressió arterial mitja (MAP) mitjançant la canul·lació intravascular de l’artèria 

femoral dreta amb un catèter de polietilè PE 50, que va connectat a un transductor de 

pressió d’alta sensibilitat (Harvard Apparatus). Inicialment, fem una incisió a l’engonal dreta 

de l’animal, i ens obrim pas, trencant el múscul, fins que localitzem el paquet composat per 

l’arteria, la vena i el nervi femoral. Un cop dissecada l’artèria, li realitzem una incisió amb una 

agulla de 23G, i introduïm la cànula. Amb dos nusos (seda de 3-0), immobilitzem el catèter 

dins l’artèria.

• Mesura de la pressió portal

Mesurem la pressió portal (PP) mitjançant la canul·lació intravascular de la vena ileocòlica amb 

un catèter de polietilè PE 50, que va connectat a un transductor de pressió d’alta sensibilitat 

(Harvard Apparatus). Després d’una incisió abdominal, extraiem i expandim els intestins sobre 

una gasa mullada amb sèrum fisiològic. Una vegada localitzada la vena ileocòlica, introduïm el 

catèter directament per una ramificació d’aquesta. Amb Loctite immobilitzem el catèter dins 

de la vena. 

• Mesura del flux mesentèric

Mesurem el flux de l’artèria mesentèrica superior (SMABF) mitjançant una sonda perivascular 

ultrasònica (Doppler) d’1mm de diàmetre (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA). Després 

de la incisió abdominal, aïllem l’artèria mesentèrica superior del teixit connectiu i gras que 

l’envolta. Posteriorment, apliquem un gel de transmissió d’ultrasons a la sonda per facilitar la 

transmissió del senyal i finalment pincem l’artèria dissecada amb la sonda.

• Mesura de la resistència mesentèrica

La resistència mesentèrica es determina mitjançant el següent càlcul: (MAP-PP)/SMABF

8.2.3	 Administració del fàrmac

Inicialment, anestesiem l’animal amb una mescla de ketamina (100mg/kg) i midazolam (5mg/

kg) per via intraperitoneal. A continuació, rasurem la pota dreta de l’animal i després de 

desinfectar la zona amb alcohol (70%), canul·lem la vena safena amb un catèter intravenós 

(Abbocat de 26G). Si a l’introduir el catèter, apareix sang a l’aspirar, indica que la col·locació 
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de l’agulla és l’adequada. Posteriorment, realitzem les operacions necessàries (descrites 

a l’apartat anterior) per tal d’obtenir un registre continuo de la pressió arterial mitja, la 

pressió portal i el flux mesentèric. Quan l’animal està estabilitzat, és a dir, quan presenta 

una freqüència cardíaca entre 350 i 400 bpm i la temperatura rectal és 37ºC, registrem els 

paràmetres hemodinàmics basals. Al cap de 15 minuts, administrem el fàrmac, D,L-Threo-DOPS 

(Sigma-Aldrich) dissolt en sèrum salí (10mg/mL) a una dosi de 10mg/kg, per via intravenosa. 

La mostra ha de fluir sense dificultat al torrent sanguini. Es realitza un registre continu i 

simultani dels paràmetres hemodinàmics durant 30 minuts. 

8.3	 REACTIUS I TAMPONS

• MICROARRAYS DE DNA

Solució de rentat 1

6x SSC

0,005% (v/v) Triton X-102

Solució de rentat 2

0.1x SSC

0.005% (v/v) Triton X-102

• WESTERN BLOT

Solució de Krebbs

4.7 mM KCl

2.5 mM CaCl
2
 

1.1 mM KH
2
PO

4
 

1.2 mM MgSO
4

25 mM NAHCO
3

11.1 mM glucosa

Tampó de lisi per l’extracció de proteïnes

10%(p/v) Deoxicolat sòdic (Sigma-Aldrich)

6% cocktail d’Inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich)

en tampó 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 

500µl Antioxidant

TBS 10x (1L)

160 g NaCl

4 g KCl

150 g Tris-HCl

pH:8 amb HCl

TBS-T 1x 

0,1% (p/v) Tween 20 (Sigma Aldrich)

en TBS 1x

Tampó de transferència (1L)

50 mL NuPAGE Transfer Buffer 20x

1 mL NuPAGE Antioxidant

100 mL MeOH*

849 mL H
2
O mQ

*per transferir dos gels (200 mL)

• IMUNOHISTOQUÍMICA

Tampó citrat

10mM tri-sodium citrate

pH 6

Tampó d’àcid Maleic

0.1M àcid Maleic 

0.15M NaCl, pH7.5

• HIBRIDACIÓ IN SITU

Solució de Bloqueig 10x

10% (p/v) de blokng solution (Roche Diagnostics) en Tampó d’àcid maleic

Tampó de bloqueig

0.1mL Tritó X-100
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2mL albúmina de sèrum boví

97.9mL solució de bloqueig 1x

Solució d’anti-digoxigenina

0.5µl anti-digoxigenina (Roche Diagnostics)

124.5µl tampó de bloqueig

Tampó de detecció

0.1M TrisHCl

0.1M NaCl

pH 9.5

Solució de substrat cromogènic (CBIP/NBT)

200µl substrat chromogènic (Roche Diagnostics)

10mL Tampó de detecció

Solució de substrat quimiluminiscent (CSPD)

10µl CSPD (Roche Diagnostics)

990 µl Tampó de detecció
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