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ABREVIATURAS

"CCls: Radical clorometilo.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

ATF6: Factor-6 activador de la transcripcion.
AVP: Vasopresina.

BDL: Ligadura del conducto biliar.

BiP o GPR78 o HSPAS: Proteina de unién a inmunoglobulina.
CAT: Catalasa.

CCls: Tetracloruro de carbono.

Ce0>: Oxido de cerio.

CeO;NPs: Nanoparticulas de dxido de cerio.
CESH: Células endoteliales sinusoidales hepaticas.
CHE: Células hepaticas estrelladas.

COX-2: Ciclooxigenasa 2.

CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo.
DAG: Diacilglicerol.

DMNS: Dimetilnitrosamina.

EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica.

EGHNA: Esteatosis hepatica no alcohélica.
eNOS: Sintasa endotelial de 6xido nitrico.

ET-1: Endotelina 1.

Fe304NPs: Nanoparticulas de éxido de hierro.



GFR: Tasa de filtrado glomerular.

GPRCs: Receptores acoplados a proteinas G especificos de tejido.
GPVH: Gradiente de presion venosa hepatico.

GPx: Glutatidn peroxidasa.

GR: Glutation reductasa.

Grx: Glutaredoxinas.

GSH: Glutatidn.

HNE: 4-hidroxinonemal.

HRS: Sindrome hepatorrenal.

HR-TEM: Microscopia electrénica de transmision de alta resolucién.
ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.
IFNy: Interferén gamma.

iNOS: Sintasa de o6xido nitrico inducible.

IP3: Inositol trifosfato.

IRE1a: Proteina 1 que requiere inositol.

LPS: Lipopolisacarido.

MDA: Malondialdehido.

MEC: Matriz extracelular.

MRI: Imagen por resonancia magnética.

NK: Natural killer, "asesina natural".

NKT: Natural killer T.

NO: Oxido nitrico.

NPs: Nanoparticulas.



PDGF-B: Factor de crecimiento derivado de plaquetas beta.
PERK: Proteina quinasa regulada por estrés en el reticulo endoplasmico.
Prx: Peroxiredoxina.

RAAS: Sistema renina-angiotensina-aldosterona.

RBF: Flujo sanguineo renal.

RE: Reticulo endoplasmatico.

RNS: Especies reactivas de nitrégeno.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.

RVS: Resistencia vascular sistémica.

SNS: Sistema nervioso simpatico.

SOD: Superodxido dismutasa.

TAA: Tioacetamida.

TEM: Microscopia electrénica de transferencia.

TGFB: Factor de crecimiento transformante beta.

TIPS: Derivacidn portosistémica intrahepdtica transyugular.
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.

TP: Terlipresina.

Trx: Tiorredoxina.

UPR: Respuesta a proteinas mal plegadas.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

VHB: Virus hepatitis B.

VHC: Virus hepatitis C.

a-SMA: Alfa actina de musculo liso.
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Introduccion

La cirrosis afecta a un gran numero de pacientes en el mundo, de hecho constituye una
de las enfermedades mas prevalente en los paises occidentales. Hasta un 40 % de los
pacientes con cirrosis son asintomaticos, también llamados cirréticos compensados, y pueden
permanecer en este estado durante mas de una década, pero el deterioro progresivo es
inevitable y pueden desarrollar complicaciones incluyendo ascitis, hemorragia visceral o
encefalopatia. De estos pacientes con complicaciones hay un 50% de mortalidad al cabo de 5
afios, con aproximadamente un 70% de estas muertes directamente atribuibles a la
enfermedad hepdtica. En nuestro pais, las enfermedades crdénicas del higado son
responsables de aproximadamente 6000-7000 muertes al afio.

La cirrosis puede ser definida como el estadio final de la fibrosis hepatica, que consiste
en la formacién de nddulos y en la alteracion de la funcidon hepatica. La fibrosis hepatica se
produce como consecuencia de una cicatrizacién continua en respuesta a un dafo crénico en
el higado. Este dafio crdénico tiene diversas causas incluyendo enfermedades virales,
autoinmunes, colestdsicas, metabdlicas, asi como su induccion por drogas. Las
manifestaciones clinicas de la cirrosis pueden variar entre diferentes pacientes, desde ser
asintomatico hasta perder totalmente la funcién higado. La clinica estd determinada por la
gravedad de la enfermedad hepatica y por la extension de la fibrosis.

En los ultimos 20 afios ha habido un gran progreso en el conocimiento de los mecanismos
moleculares que se dan en la fibrosis hepatica y, en particular, en las vias moleculares que
conectan la inflamacién crénica del higado con la fibrosis hepdtica progresiva. Las
investigaciones que estan en marcha tienen como diana estos mecanismos moleculares, en
un esfuerzo para atenuar la respuesta fibrogénica. Estas nuevas estrategias terapéuticas
podrian efectivamente ralentizar la progresién de la fibrosis, o incluso llegar a revertirla. Sin
embargo, actualmente la mejor terapia para las enfermedades crénicas del higado continta
siendo la eliminacién de la causa primaria de la enfermedad. Por ejemplo, en pacientes con
HCV crdnica, el método éptimo para revertir la fibrosis es el tratamiento antiviral. A pesar de
ello existen casos donde no es posible o no es suficiente con eliminar el agente etioldgico.
Una posible alternativa seria administrar un compuesto dirigido a cualquier parte de la
cascada de activacidn del proceso fibrogénico, sin embargo, a dia de hoy no se ha aprobado
ningun medicamento de este tipo.

Es por tanto fundamental identificar nuevas estrategias terapéuticas que permitan

detener o revertir la progresién de la enfermedad hepatica. Una de las terapias mas
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Introduccion

prometedoras y que ya ha sido evaluada en pacientes con enfermedad hepatica crénica, son
los compuestos antioxidantes. El estrés oxidativo se produce por medio de un aumento de las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS, RNS) y/o una disminucion de los
antioxidantes enddgenos presentes en el higado. Las ROS y RNS tienen un rol crucial en la
induccion y progresién de la enfermedad hepatica, independientemente de su etiologia.
Estan implicadas en la transcripcidn y activacion de numerosas citoquinas y factores de
crecimiento que, a su vez, pueden contribuir a la produccién de inflamacién y de estrés
oxidativo. Es por ello que uno de los estudios de la presente tesis consistido en evaluar el
potencial terapéutico de un compuesto antioxidante extremadamente novedoso: las
nanoparticulas de 6xido de cerio (Ce0O3). Las nanoparticulas de CeO;, debido a su tamafio,
estructura y composicién quimica presentan una gran afinidad por el higado, y a diferencia
de otros compuestos antioxidantes son auto-regenerativas, de manera que permiten evitar
una administracién continuada.

Por otra parte, las nuevas estrategias no sélo se deben dirigir a prevenir y/o revertir la
fibrosis hepatica, sino que también es importante atenuar o incluso eliminar los principales
trastornos que, en consecuencia a estos cambios estructurales y dindmicos, aparecen en los
pacientes con cirrosis hepdtica avanzada. Dentro de estos trastornos, la hipertension portal
es un sindrome clinico frecuente en los pacientes con cirrosis y se caracteriza por un
incremento en la presidn venosa portal. Las complicaciones que se desarrollan como
consecuencia de este sindrome, como la hemorragia por varices esofagicas, ascitis e
insuficiencia renal, constituyen el aspecto clinico dominante y severo de la enfermedad
hepatica. Por este motivo en pacientes con cirrosis hepatica, la hipertensién portal es la
principal causa de muerte y de trasplante de higado. Es por ello que la reduccién de Ia
hipertensidon portal y de la vasodilataciéon esplacnica representan las principales dianas
terapéuticas para mejorar la prognosis en los pacientes con cirrosis avanzada. Estudios han
demostrado que los agonistas del receptor de la vasopresina, gracias a su capacidad de
vasoconstriccidon sistémica y mesentérica, son capaces de reducir la presion portal. A pesar
de ello se descartd su uso clinico porque frecuentemente causaban complicaciones
cardiovasculares y retencion de agua, probablemente debido a su interaccién inespecifica con
los diferentes receptores de la vasopresina. En este sentido el segundo estudio de la presente

tesis analiza el efecto de una nueva generacion de agentes farmacoldgicos capaces de
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interactuar selectivamente con el receptor Via de la vasopresina, en la vasodilatacion

esplacnica y en la hipertension portal.

1. CIRROSIS HEPATICA
1.1 Definicidon y clasificacion fisiopatoldgica

La cirrosis es la culminacién de un largo proceso donde los I6bulos hepaticos normales
son reemplazados por nddulos estructuralmente anormales y separados por un tejido fibroso.
Asi es como la fibrosis hepatica o cicatrizacion del higado juega un papel determinante en la
evolucidn a cirrosis en diversas enfermedades hepaticas. Consiste en una excesiva
acumulacién de tejido fibroso conectivo (componentes de la matriz extracelular como el
colageno y la fibronectina) en y alrededor de un tejido inflamado o dafiado (Wynn &
Ramalingam, 2012). Por otro lado, en el higado cirrético se produce una disfuncién
hepatocelular y se incrementan las resistencias al flujo sanguineo, lo que resulta en
insuficiencia hepatica y en hipertensién portal, respectivamente. En la mayoria de los
pacientes la progresion a cirrosis ocurre en un intervalo de entre 15-20 afos (Bataller &
Brenner, 2005). Sélo en Europa se estima que 29 millones de pacientes sufren de enfermedad
hepatica crénica, y que 170000 mueren cada aino por complicaciones de la cirrosis, un nimero
qgue excede la mortalidad por cancer de pecho (Bosch et al., 2015). En Espafia la mortalidad
asociada a las enfermedades hepaticas (8%) duplica la tasa de mortalidad por cualquier otra
causa en los servicios hospitalarios. Las enfermedades hepaticas en nuestro pais son la
segunda categoria diagndstica que ha experimentado mayor crecimiento en los ultimos

cincos afios (Calleja y Crespo, 2015).

Los factores etioldgicos mas relevantes implicados en la cirrosis son los siguientes: (i)
infeccidn crdnica por virus hepatotropos (virus hepatitis By C), (ii) exposicion cronica a drogas
o toxinas; (iii) exposiciéon crénica a condiciones que alteran el metabolismo; (iv) dafio
autoinmune persistente (Novo et al., 2014). Actualmente, las enfermedades hepaticas con
mayor prevalencia en la poblacidon occidental son las causadas por infeccién de virus
hepatotropos (virus de la Hepatitis B y C), consumo de alcohol y depédsito de grasa a nivel

hepatocitario. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que existen 180 millones de
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personas infectadas en todo el mundo por el virus de la hepatitis C (VHC), y que 350.000
muertes producidas al afio estan relacionadas con esta enfermedad. La prevalencia estimada
de la infeccidn en Espaia es del 2,5%, una de las mas elevadas entre los paises de nuestro
entorno. El virus de la hepatitis B (VHB) causa hepatitis B crénica en aproximadamente 400
millones de personas en el mundo. Desde la introduccién en la década de 1990 de la vacuna
frente al VHB en el calendario de vacunaciones sistematicas del sistema nacional de salud, la
incidencia de VHB ha disminuido notablemente, llegando a una cifra de prevalencia del 0,7%
en 2002 (Calleja y Crespo, 2015). La prevalencia de Enfermedad Hepatica por Depdsito de
Grasa en Espafia es del 26% en individuos de edades comprendidas entre 15 y 85 afios. En
términos poblacionales, supone que aproximadamente 9 millones de pacientes estdn
afectados por la enfermedad. Entre el 30-40% de los pacientes con esteatosis desarrollara
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), que evolucionard en el 20% de los casos a fibrosis y
cirrosis. La elevada prevalencia de la obesidad y el sindrome metabdlico en nuestra sociedad
provocard que la esteatosis hepatica sea una enfermedad con una elevada frecuencia en el
futuro. Por ultimo, la enfermedad hepatica inducida por el alcohol representa mas de un
tercio de las enfermedades hepdticas relevantes, aunque su prevalencia no se conoce con
exactitud. En todo el mundo, desde 1990 hasta 2013, la muerte por cirrosis como
consecuencia del consumo de alcohol se ha incrementado en un 31,2 % (Calleja y Crespo,

2015).

Durante mas de siglo y medio, la descripcién del higado como “cirrético” fue suficiente
para connotar un estado tanto patoldgico como clinico. Sin embargo, actualmente es esencial
comprender todos los estadios posibles en base a la gravedad de la cirrosis para determinar
la progresion de la enfermedad hepatica, para establecer un pronéstico y para individualizar

la terapia (Garcia-Tsao et al., 2010).

- En un contexto anatdmico-patoldgico, se han definido una serie de sistemas de

clasificacidn segun el grado de fibrosis en la biopsia hepatica. Dentro de los sistemas
mas utilizados, la escala METAVIR se divide cuatro estadios (FO, ausencia de fibra; F1,
fibrosis portal; F2, fibrosis periportal; F3, fibrosis en puente y F4, cirrosis). De forma
similar, los sistemas de clasificacién Ishak y Scheur definen la fibrosis progresiva de
manera semicuantitativa basandose en el patréon y la cantidad relativa de fibra

existente en la biopsia hepatica (Ishak K et al., 1995; Knodell RG et al., 1981). En este
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contexto, el diagndstico de la cirrosis se establece una vez la fibrosis alcanza el estadio
final.

En un contexto seroldgico, se han desarrollado y validado diferentes indices que

combinan marcadores serolégicos indirectos como herramientas no invasivas utiles y
de bajo coste para detectar los diferentes grados de fibrosis. Los marcadores
seroldgicos directos son los que reflejan cambios en la composicién de la matriz
extracelular mientras que los indirectos reflejan alteraciones en la funcién hepatica.
Por ejemplo el FibroTest® estd basado en la asociacion, determinada mediante
regresion logistica, de 5 parametros bioquimicos, la edad y el sexo, con la fibrosis; el
resultado del test va de 0 a 1, donde O corresponde a FOy 1 a F4 (cirrosis) en la escala
METAVIR (Imbert-Bismut et al., 2001). En los ultimos afos, técnicas de imagen
basadas en la medicidon de la rigidez hepatica, como Fibroscan o ARFI, se han
convertido en métodos rdpidos y reproducibles para evaluar la fibrosis hepatica
(Fernandez-Varo, 2012).

En un contexto clinico, la cirrosis se clasifica en dos estadios: compensada vy

descompensada. Dentro de la cirrosis compensada, se han identificado dos
subpoblaciones basadas en la ausencia o presencia de varices, dando lugar a diferente
prognosis (D’Amico G et al., 2006). Los pacientes con cirrosis pueden permanecer sin
complicaciones durante muchos afos. La cirrosis descompensada se define como el
desarrollo clinicamente evidente de complicaciones de la hipertension portal (ascitis,
varices hemorragicas, encefalopatia hepatica) o insuficiencia hepatica (ictericia). A su
vez, el estadio descompensado puede ser subclasificado en estadios mas severos
definidos por el desarrollo de varices hemorragicas recurrentes, ascitis refractaria,
hiponatremia y/o sindrome hepatorrenal.

En un contexto hemodindmico, el gradiente de presién venosa hepatico (GPVH) es

una medida indirecta de la presion portal (Groszmann et al., 2005). El GPVH normal
es 3-5 mmHg, mientras que >10 mmHg es el limite que identifica pacientes con alto
riesgo de desarrollar varices, y/o descompensacion clinica. A parte de la presion
portal, las alteraciones en el sistema hemodindmico juegan un papel importante en
el desarrollo de eventos mas descompensados como la ascitis refractaria,

hiponatremia y el sindrome hepatorrenal.



Introduccion

Actualmente, el diagndstico de la cirrosis en enfermedad avanzada se basa en primer lugar
en la evidencia histopatoldgica de estadio tardio de fibrosis (por ejemplo estadio 4 en sistema
METAVIR, o estadio 5 0 6 en el sistema Ishak). Pero dentro de estos sistemas de diagndstico,
el término “cirrosis” refleja el estadio final del proceso de cicatrizacién, sin tener en cuenta la
complejidad de su patogénesis (funcional, hemodindmica, etc.). Ya que estos cambios
colectivos son fundamentales en la transicién de cirrosis compensada a descompensada, es
necesario una clasificaciéon fisiopatoldgica basada en los datos morfolégicos, funcionales y

clinicos (Figura 1).

Histologia =Tt F1-F3 III"IIIIIIIIIIIIIIIIII

Clinica No-cirrosis Compensada Compensada
, . Ninguno Ninguno
Sintomas Ninguno (sin varices) (varices
presentes)
Sub-estadio 5 Estadio 1 Estadio 2
Hemodinamica
>6 >10
(GPVH, mmHg) .
Fibrogénesis y Cicatriz Cicatriz gruesa

Biologia Angiogenesis (acelular)

y con nédulos

Figura 1. Clasificacion de la enfermedad crénica del higado basada en los pardmetros histoldgicos, clinicos,

hemodinamicos y bioldgicos. Figura adaptada de Garcia-Tsao et al., 2010.

1.2 Alteraciones intrahepaticas

1.2.1 Fibrosis

La fibrosis hepatica es el resultado de una cicatrizacién como respuesta a un dafio crénico.
Después de un dafio agudo en el higado las células parenquimales regeneran y reemplazan a
las células necréticas o apoptoticas (Figura 2). Este proceso esta asociado a una respuesta
inflamatoria y a una deposicion de matriz extracelular (MEC) limitada. Si este dafo hepatico
persiste, la regeneracion hepatica falla y los hepatocitos son sustituidos por abundante MEC,

incluyendo colageno fibrilar. Cuando la fibrosis hepatica continla avanzando estas bandas
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de coldgeno pasan a formar una fibrosis en puente y finalmente un higado cirrético (Bataller

& Brenner, 2005).

HIGADO SANO /

Hepatocito

Célula hepética
estrellada

Célula endotelial
sinusoidal

Célula de Kupffer

Lumen del sinusoide
con resistencia normal
al flujo sanguineo

Dafio crénico

Linfocito infiltrante

Proteinas de la
matriz extracelular

Hepatocito apoptotico

Célula Kupffer
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Lumen del sinusoide
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al flujo sanguineo

HIGADO
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Figura 2. Cambios en la arquitectura hepatica asociados a un dafo crénico. Figura adaptada de Bataller &

Brenner, 2005.

En estadios avanzados, el higado puede llegar a contener aproximadamente 6 veces mas
de MEC de lo normal. Esta acumulacién de MEC es el resultado tanto de un incremento de

su sintesis como de una disminucién su degradacién (Arthur, 2000).

Las células hepaticas estrelladas (CHE) son las principales células productoras de MEC en
el higado dafiado (Gabele et al, 2003) (Figura 3). En un higado sano, las CHE residen en el
espacio de Disse, constituyen el mayor lugar de almacenaje de vitamina A y expresan
marcadores caracteristicos de los adipocitos (PPAR-y, SREBP-1c y leptina). Después de un
dafio crénico las CHE se activan y transdiferencian a una célula tipo miofibroblasto,
adquiriendo propiedades contractiles, proinflamatorias y fibrogénicas (Marra, 1999). A
diferencia de las quiescentes, las CHE activas expresan marcadores miogénicos (asma, c-myb
y MEF-2). Estas células CHE activas migran y se acumulan en los sitios de reparacion tisular,

secretando grandes cantidades de MEC y regulando su degradacion (Bataller & Brenner,
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2005). El PDGF, principalmente producido por las células de Kupffer, es el estimulo mas

potente de proliferacion y migracion de las CHE (Reichenbach et al, 2012).

Figura 3. Microfotografia electrdnica de transferencia de una célula hepatica estrellada activa (CHE) en el

higado de una rata con fibrosis hepatica. FC: fibras de colageno.

En el higado dafiado, existen dos fuentes principales de la cual derivan los
miofibroblastos: las CHE y las células portales mesenquimales. Varios estudios también
sugieren que tanto hepatocitos como colangiocitos pueden adquirir un fenotipo
mesenquimal a través de la transicién epitelial-mesenquimal y producir MEC en la fibrosis
hepatica. Otros estudios también han propuesto que células circulantes provenientes de la
médula dsea pueden actuar como células madre, contribuyendo a la poblacién de

miofibroblastos (Friedman, 2008; Lemoinne et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Fuentes principales de miofibroblastos en la fibrosis hepdtica. TEM: transicién epitelio-mesenquima.

Figura adaptada de Friedman, 2008.

1.2.2. Inflamacion

El higado tiene una ubicaciéon anatdmica Unica que le permite recibir continuamente
sangre, tanto del sistema arterial (arterias hepdticas) como del tracto gastrointestinal via la
vena porta. Esta propiedad hace que el higado tenga una funcién central en la homeostasis y
en la respuesta inflamatoria. Las células sanguineas circulantes, por ejemplo del sistema
inmune innato o adaptativo, pasan a través de una red de sinusoides y contactan con las
células intrahepdticas (hepatocitos, células endoteliales, macréfagos-residentes (células
Kupffer), linfocitos y CHE entre otras) (Figura 5). La comunicacidn entre estos tipos celulares
y la regulacidn de las funciones hepaticas se efectla principalmente mediante citoquinas

(Tacke, Luedde & Trautwein, 2009).

Normalmente la fibrosis hepatica es precedida por una inflamacidén crénica. En esta
progresion de la inflamacion crénica existe una activacién del sistema inmune innato y
adaptativo, con infiltracién de leucocitos polimoformonucleares (PMN), sobreexpresién de
iNOS, y reclutamiento de linfocitos a través de la vena porta, vena hepdtica y sinusoides
(Queiroz de Andrade et al., 2015). El infiltrado inflamatorio puede incluir linfocitos T, linfocitos
B, células plasmaticas, histiocitos, eosindfilos, neutréfilos, macréfagos, células NK y

mastocitos. La inflamacion del higado se asocia a la necrosis y apoptosis de los hepatocitos.
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Los cuerpos apoptoticos derivados de este dafio pueden activar CHE quiescentes y células de

Kupffer, y estas a su vez pueden promover la respuesta inflamatoria y fibrogénica.

Arteria

central

Figura 5. Poblaciones celulares intrahepaticas. CHE: célula hepatica estrellada, CESH: célula endotelial
sinusoidal hepatica, KC: célula de Kupffer, PMN: neutrofilos, monos: monocitos, DCs: células dendriticas y

linfocitos (células T, B, NK'y NKT). Figura adaptada de Tacke, Luedde & Trautwein, 2009.

Las células de Kupffer (macréfagos residentes o derivadas de monocitos) representan un
20 % de las células no parenquimales del higado (Mackay, 2002) (Figura 6). Residen en el
espacio vascular sinusoidal, sobretodo en el drea periportal, de manera que estdn
idoneamente situadas parar eliminar endotoxinas de la sangre circulante y fagocitar debris y
microorganismos (Racanelli & Rehermann, 2006). Estos macrofagos residentes del higado
constituyen el 80-90 % de los macrofagos tisulares presentes en el cuerpo (Ishibashi et al.,
2009). Dependiendo del ambiente inmunoldgico en el que se encuentran, los macréfagos
pueden polarizarse a un fenotipo cldsico (M1) o a un fenotipo alternativo (M2). Los
macrofagos-M1 “activos” son importantes en las enfermedades inflamatorias crénicas, como
la arteriosclerosis, enfermedad inflamatoria intestinal, o en la resistencia a la insulina
asociada a la obesidad. La inflamacién producida por los macréfagos-M1 es contrarrestada
por la polarizacién a macréfagos-M2 que promueven la resolucién de la inflamacién y el

reparacion tisular (Wan et al., 2014).
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Figura 6. Composicion celular del higado sano. Figura adaptada de Racanelli & Behermann 2006.

Las células de Kupffer se activan por estimulos como el LPS o superantigenos bacterianos.
Al activarse secretan un amplio panel de citoquinas como TGF-B, TNF-a, IL-6, IL-1B
promoviendo la infiltracidn y actividad antimicrobiana de neutrdfilos (Luedde et al., 2002).
También producen quimicionas (MCP-1, IL-8), leucotrienos, éxido nitrico y especies reactivas
del oxigeno (ROS) que contribuyen al daiio hepatico. En las enfermedades agudas o crdnicas
del higado las células de Kupffer y los macréfagos derivados de monocitos infiltrantes pueden
promover la cascada inflamatoria al secretar estos mediadores inflamatorios, los cuales
atraen a las células T e inducen la apoptosis de los hepatocitos (Schumann et al., 2000). Las
células de Kupffer también pueden estimular la sintesis de MEC, la proliferacion celular y la
secrecion de retinoides en las CHE a través de la accidn de citoquinas (TGF-B, PDFG-B), ROS y

peroxidos lipidicos.

En respuesta a diversos estimulos como LPS, IL-1 y TNF-a entre otros, también se produce
un aumento de expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y de la produccidn de prostaglandinas
y tromboxano (Feng et al., 1995). En las células de Kupffer, por ejemplo, la activacion del NF-
kKB por endotoxina o por radicales libres induce la expresion de la COX-2 (Nanji 2002). En
modelos de enfermedad alcohdlica en ratas se ha demostrado que el aumento de expresion
de la COX-2 estd asociado a la intensidad de la inflamacién, al aumento de la endotoxina, del

TNF-a y de la peroxidacion lipidica (Nanji et al., 1997).
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Las CHE activadas a su vez pueden incrementar la produccién de citoquinas inflamatorias,
la expresién de moléculas de adhesion y la presentacién de antigenos a linfocitos Ty células
NK, amplificando la infiltracion de células inflamatorias. Esta respuesta inflamatoria
incrementada y mediada por la respuesta inmune puede promover la necrosis y apoptosis de
los hepatocitos, por lo tanto, perpetuando el estimulo de la fibrogenesis en un ciclo de

realimentacién positiva (Czaja, 2014).

Las células NK representan una poblacion de linfocitos con una potente actividad
citolitica contra células infectadas por virus y contra células tumorales. Las células NK se
reguladan mediante citoquinas derivadas de células de Kupffer (por ejemplo IL-12 e IL-18) y
por IL-4 secretada por células NKT. Las células NK al activarse producen grandes cantidades
IFN-y (antiviral), modulando la respuesta de las células T en el higado y promoviendo cambios
intracelulares en células endoteliales y hepatocitos, llegando incluso a promover la muerte

de hepatocitos.

Las células NKT son subpoblaciones inusuales de células T que expresan marcadores de
superficie de células Ty de NK. Promueven el dafio hepatico agudo al secretar IL-4, INF-y y

mediando la apoptosis de hepatocitos.

Las células dendriticas estan localizadas alrededor de las venas centrales y los tractos
portales. En el higado sano, las células dendriticas se encuentran en un estado inmaduro a la
espera de capturar y procesar antigenos. Las células dendriticas inmaduras pueden inhibir la
proliferacién y la produccién de citoquinas de linfocitos T infiltrantes. Una vez activadas,
pierden esa capacidad y migran via espacio de Disse a los tractos linfaticos y portales, para

llegar finalmente a los nddulos linfaticos extrahepaticos.

Las células endoteliales sinusoidales hepaticas (CESH) pueden endocitar y/o fagocitar

antigenos a través de receptores de manera similar a las células dendriticas (Figura 7).
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Figura 7. Microfotografia electrénica de transferencia de una célula endotelial sinusoidal hepatica (CESH) en el
higado de una rata con fibrosis hepatica. E: eritrocito, MV: microvilli, M: mitocondrias, RER: reticulo

endoplasmatico rugoso, G: glucégeno

Finalmente, en el dafio hepatico agudo existe una amplificacion mediada por citoquinas
del infiltrado intrahepdatico. Un paso critico en esta amplificacién inespecifica es el
reclutamiento de leucocitos (Figura 8). Los neutroéfilos son reclutados por moléculas de
adhesién, citoquinas y quimiocinas, muchas de ellas producidas por células Kupffer. Los
neutréfilos por si mismos secretan factores solubles que contribuyen al reclutamiento
adicional de células mononucleares no especificas de antigeno. Los neutréfilos son una fuente
importante de ROS, las cuales pueden estimular directamente la sintesis de colageno en las

CHE.

13



Introduccion

T stoonm

Figura 8. Microfotografia electrénica de transferencia de linfocitos en el higado de una rata con fibrosis
hepatica. H: hepatocito, L: linfocitos, E: eritrocito, CB: canaliculo biliar, CHE: célula hepatica estrellada, FC:

fibras de colageno.

A parte de los efectos directos de las células inmunes en los hepatocitos, en el higado las
vias inflamatorias estan reguladas por citoquinas. Entre las multiples citoquinas relevantes en
el dafo hepatico y su homeostasis, las vias del TNF-a e IL-6 son las mds estudiadas debido a
su importancia en el higado. En pacientes con fallo hepatico, los niveles séricos de TNF-a se
encuentran incrementados. De la misma manera, los niveles séricos e intrahepdticos de IL-6
aumentan en pacientes con enfermedades agudas y crénicas del higado (Tacke, Luedde &

Trautwein, 2009).

El TNF-a puede activar en los hepatocitos tanto vias proapoptdticas (caspasas) como
antiapoptiticas (NF-kappaB). La unién del TNF-a a su receptor de membrana, TNF-R1, hace
gue el dominio de muerte asociado al receptor de TNF (TRADD) se una y este a su vez recluta
el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). FADD recluta a la caspasa 8 al complejo del TNF-
R1, donde se activa e inicia la cascada de proteasas que conduce a la activacion de las caspasas
ejecutoras (caspasas 3, 6, 7) y por tanto, a la apoptosis. La uniéon del TNFa a su receptor

también conduce a la activacién de la via del NF-kappaB a través de la fosforilacién de dos
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serinas en el dominio N-terminal de las proteinas inhibidoras IkBs. Después de la fosforilacion,
las IkBs se poliubiquitinizan por una cascada de reacciones enzimaticas, seguidas de la
degradacion de IkBs por el proteasoma, liberando al NF-kappaB de sus inhibidores. NF-kappaB
se transloca al nucleo y activa la transcripcidon de los genes dianas dependientes de NF-kappaB

(por ejemplo supresores de la apoptosis) (Chen & Goeddel, 2002).

La IL-6 se une a su receptor gp80/IL-6 en los hepatocitos, que a su vez recluta a gp130. La
unién de gp130 conduce a la dimerizacién de dimerizacién de los dominios intracelulares de
dos moléculas gp130, lo que promueve la asociacidn con quinasas Janus asociadas a receptor
(JAKs: JAK1, JAK2 y TYK). Las JAKs se activan y fosforilan residuos tirosina en gp130.
Dependiendo de la localizacién de las tirosinas fosforiladas se activan vias de sefializacién
asociadas a proteinas de senal transductora y activadora de transcripcion (STAT),
principalmente STAT-3, o vias de sefializacion asociadas a RAS/MAPK (proteinas quinasas
activadas por mitégenos) mediando numerosos efectos posteriores (Streetz et al., 2000). Una
funcién importante de la sefializacién dependiente de IL-6 en el higado es la induccidn de la

respuesta de fase aguda.

1.2.3. Esteatosis

La esteatosis es la acumulacién anormal de grasa en el tejido hepdatico (Figura 9). Es la
caracteristica patoldgica distintiva en las biopsias hepaticas de pacientes con esteatosis
hepdtica no alcohdlica (EGHNA), pero también es habitual en otras enfermedades crénicas

del higado (Li et al., 2011).
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Figura 9. Esteatosis hepatica no alcohdlica: estatosis macrovesicular (hematoxilina y eosina, 200x).

Figura de Angulo, 2002.

Si la EGHNA no es tratada puede progresar a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) y
finalmente a cirrosis (Angulo, 2002). Originalmente, se describié la progresién de EGHNA
desde una simple esteatosis a EHNA como un modelo de “dos eventos” (Day & James, 1998).
El primer evento seria el que llevaria al desarrollo de esteatosis y en él, la resistencia a la
insulina tendria un papel primordial. Este primer evento sensibilizaria el higado al segundo
evento, que llevaria a la lesion hepatocitaria, la inflamacién vy, finalmente, a la fibrosis. Los
principales candidatos para el segundo evento son el estrés oxidativo y una produccion
andmala de citoquinas. Desde entonces, expertos en el campo han considerado que este
modelo de dos eventos es una simplificacién excesiva de la patogénesis de la EHNA y creen
gue probablemente multiples factores paralelos son responsables de progresién de la

enfermedad (Tilg & Moschen, 2014) (Figura 10).

La retencidon de lipidos dentro de los hepatocitos, principalmente en forma de
triglicéridos, es un pre-requisito para el desarrollo de EGHNA. Aun no se conoce bien cudles
son las alteraciones metabdlicas que conducen a esta acumulacion de lipidos, pero pueden
consistir en alteraciones en las vias de captacion, sintesis, degradacién o secrecién de lipidos

hepaticos (Angulo, 2002).
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Figura 10: Modelo del desarrollo del higado graso y de esteatohepatitis no alcohdlica. Figura adaptada de
Vargas 2004.

La resistencia a la insulina es el factor que mas se reproduce en el desarrollo de EGHNA
(Marchesini et al., 1999). De la misma manera, los pacientes cirréticos tienen un metabolismo
de la glucosa alterado. Se calcula que el 60-80% es intolerante a la glucosa y que el 10-15%
desarrolla una diabetes mellitus. El desarrollo de la diabetes después del diagnéstico de
cirrosis hepatica es relativamente rapido; durante un periodo de 5 afios, un 15-20% de
pacientes cirrdticos desarrollan una hiperglucemia evidente (Vargas, 2004). La patogénesis
molecular de la resistencia a la insulina también parece ser multifactorial, y se han
identificado varias dianas moleculares relacionadas con la inhibicion de la accion de la insulina
(Angulo, 2002). Una de las que parece tener mayor importancia es la downregulation del IRS-
1 (sustrato 1 del receptor de insulina) por un exceso de acidos grasos libres. EIl TNF-a derivado
de la inflamacién también induce resistencia a la insulina y parece ser que es a través de la
downregulation de la seial de IRS-1 causada por la fosforilacidn de la serina de IRS-1 (Vargas,
2004). La resistencia a la insulina conduce a la acumulacidon de grasa en los hepatocitos
mediante dos mecanismos principales: lipolisis en adipocitos que incrementa los acidos
grasos circulantes, e hiperinsulinemia. El incremento de captacién de acidos grasos en los
hepatocitos produce una sobrecarga de la B-oxidacion mitocondrial, con la consecuente
acumulacién de acidos grasos en los hepatocitos. Estos acidos grasos son los sustratos e

inductores del citocromo P450 2E1 y 4A. Estos citocromos, que estdn elevados en la
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esteatohepatititis, favorecen la produccién de radicales libres de oxigeno capaces de inducir
la peroxidacion lipidica de las membranas de los hepatocitos (Weltman et al., 1998). Por otro
lado, el aumento de los niveles de acidos grados intrahepaticos proporciona una fuente para
el estrés oxidativo, el cual es, en parte, responsable de la progresién de esteatosis a
esteatohepatitis y finalmente cirrosis. La mitocondria es la fuente celular principal de ROS, y
puede desencadenar esteatohepatitis y fibrosis por tres mecanismos principales:
peroxidacién lipidica, induccién de citoquinas e induccidn del ligando Fas. Las ROS producen
peroxidacidn lipidica, la cual causa muerte celular y la secrecién de malondialdehido (MDA) y
4-hidroxinonemal (HNE) (Esterbauer et al., 1991). Estas moléculas a su vez también inducen
muerte celular y activan a las CHE, promoviendo la sintesis de coldgeno. EIl HNE promueve la
inflamacidén tisular ya que posee actividad quimitactica para los neutréfilos (Curzio et al.,
1985). Los productos de la peroxidacion lipidica también alteran el ADN mitocondrial y
reaccionan con proteinas mitocondriales, con lo que se inhibe el transporte de electrones en
la cadena respiratoria; esto incrementa todavia mas la produccién de ROS y crea un circulo

vicioso de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica.

1.2.4. Estrés oxidativo

La evidencia de estrés oxidativo se ha detectado en casi todas las enfermedades crénicas
del higado clinicas e experimentales independientemente de su etiologia y grado de fibrosis.
Las moléculas relacionadas con el estrés oxidativo pueden actuar como mediadores capaces

de modular el dafio celular responsable de la progresion de la fibrosis (Parola & Robino, 2001).

Los radicales libre son moléculas o fragmentos moleculares que contienen uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales atémicos o moleculares. Las especies reactivas del
oxigeno (ROS) son los radicales derivados del oxigeno y representan la fuente mas importante
de radicales libres. Es un término colectivo que engloba tanto radicales del oxigeno, por
ejemplo anion superdxido (027) y el radical hidroxilo (HO’); como derivados del oxigeno que
no contienen electrones desapareados, por ejemplo perdxido de hidrégeno (H.0;), oxigeno
singlete (*0,) y acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell & Gutteridge, 1999). Las ROS pueden ser
generadas de forma endégena por la cadena respiratoria mitocondrial, la citocromo P450 vy Ia

auto-oxidacion de sustratos endégenos, como proteinas del grupo hemo, catecolaminas y
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quinonas. Ademas, hay enzimas que producen ROS, como la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH). Otra fuente de ROS en el sistema intracelular son los
peroxisomas (Valko et al., 2004). Los peroxisomas representan el lugar con mayor consumo
de oxigeno dentro de la célula y participan en varias funciones metabdlicas con consumo de
oxigeno. Este consumo de oxigeno hace que se produzca H,0; y que se oxide posteriormente
a otras moléculas. Las ROS se producen como intermediarios del metabolismo y pueden tener
efectos beneficiosos como por ejemplo la citotoxicidad frente a bacterias. Sin embargo,
también pueden afectar a las células del organismo al oxidar macro-moléculas como los
lipidos, proteinas o incluso el DNA, inhibiendo sus funciones. Por tanto, las ROS pueden
afectar a las vias de sefializacion modulando la expresion génica, el metabolismo, el ciclo

celular y la muerte celular (Sid et al. 2013).

De la misma manera, las especies reactivas de nitrégeno (RNS) son otra fuente de
radicales. Por ejemplo el radical éxido nitrico (NO’) se genera en tejidos bioldgicos por sintasas
de oxido nitrico especificas (NOSs), que metabolizan la arginina a citrulina con la formacién
de NO' (Ghafourifar & Cadenas, 2005). El NO actua como una molécula de sefializacidén en
diversos procesos fisiolégicos, incluyendo neurotransmision, regulacion de la presion
sanguinea, mecanismos de defensa, relajacidn del musculo liso y regulaciéon inmunoldgica. La
sobreproduccién de RNS conduce a un estrés nisotrasativo y esto ocurre cuando la generacion
de RNS excede al sistema ocupado de neutralizarlas y eliminarlas. Las células del sistema
inmune producen el anién superoxido y NO durante la explosion oxidativa que se da en el

proceso inflamatorio (Sanchez-Valle et al., 2012).

Cuando hay una sobreproduccién de ROS y RNS, se altera la funcidn mitocondrial, se
modula la expresion de citoquinas, se alteran las respuestas inmunes y se activan cascadas de
sefializacion resultando en un dafio hepatocelular, apoptosis y dafio celular en la fibrosis
hepatica. En muchas enfermedades del higado se encuentran niveles elevados de ROS Y RNS,
con una evidencia sustancial de que la magnitud de proteinas y lipidos modificados por la

oxidacién correlaciona con la severidad de la enfermedad (Muriel, 2009).

Los productos finales de la peroxidacidn lipidica, por ejemplo el 4-hidroxi-2,3-nonemal
(HNE) o el malondialdehido (MDA) también pueden actuar como mediadores potenciales del

estrés oxidativo, afectando a vias de sefializacion y a la proliferacion de las células. Estos
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productos pueden ser secretados tanto por células inflamatorias como por hepatocitos

dafiados.

Para regular la formacién de radicales libres, las células han desarrollado mecanismos

antioxidantes, incluyendo moléculas y enzimas derivadas de la alimentacion y sintetizadas de

manera enddgena. Estos mecanismos son capaces de contrarrestar los efectos deletéreos de

los radicales libres y mantener la homeostasis celular (Parola & Robino, 2001).

Las defensas antioxidantes enzimaticas incluyen (Tabla 1):

Tabla 1

Superoxido dismutasa (SOD): tiene tres isoformas con diferentes localizaciones
intracelulares. Las que contienen cobre y zinc estan en el citoplasma y en el espacio
intermembrana mitocondrial (Cu/Zn-SOD: SOD1). Las que contienen manganeso
estan en la mitocondria (Mn-SOD: SOD2). Estas enzimas catalizan la dismutacién del
ion perdxido a peréxido de hidrogeno y oxigeno.

Catalasa (CAT): es una enzima que contiene hierro y se encuentra principalmente en
los peroxisomas y detoxifica el H,0.

Sistema glutation (GSH) reductasa (GR) y GSH peroxidasa (GPx): utilizan como
cofactores el GSH y NADPH y eliminan H;0..

Otra familia de enzimas antioxidantes son las peroxiredoxinas (Prx), que pueden
desintoxicar H,02 con el uso de electrones provenientes de la tiorredoxina (Trx).

Por ultimo, las glutaredoxinas (Grx) son oxidoreductasas dependientes de GSH-tiol-
disulfuro que catalizan la reduccién dependiente de GSH de disulfuros y disulfuros-

GSH.

Reacciones antioxidantes y las enzimas que las catalizan

Superoxido dismutasa (SOD)
2057+ 2H* > H,0, + O,

Catalasa (CAT)
2H,0, - 2H,0 + 0,

Glutation Peroxidasa (GPx)

2GSH + H202 - GSSH + 2H,0

Glutation Reductasa (GRed)
GSSG + NADPH + H* = 2GSH + NADP
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Las defensas antioxidantes no enzimaticas incluyen el acido ascérbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), GSH, carotenoides (precursores de la vitamina A), flavonoides,
bilirrubina y el acido urico. Otras moléculas con capacidad antioxidante son las proteinas que
se unen a metales. Estas proteinas hacen que los metales (hierro y cobre) se mantengan en
un estado no reactivo. La transferrina y la lactoferrina se unen al hierro, mientras que la
albumina se une al cobre (Valko, 2007). En condiciones normales, estas moléculas presentan
una actividad y concentracién intracelular éptima para mantener el balance redox en las

células.

Los neutrodfilos, macrofagos y células de Kupffer constituyen la fuente mayoritaria de ROS
durante la inflamacién hepdtica, mientras que alteraciones individuales en los hepatocitos
(por ejemplo en la induccion de isoformas de la citocromo P450, polimorfismos genéticos,
estado antioxidante, etc.) pueden también desempenfiar un papel en el estrés oxidativo. Si el
estrés oxidativo es severo, todas las estructuras celulares (en particular la mitocondria y
proteinas del citoesqueleto), macromoléculas (DNA, lipidos, enzimas) y las vias metabdlicas
se pueden oxidar, dafiar y finalmente bloquear, conduciendo a la muerte celular por necrosis.
Por otro lado, si el estrés oxidativo no es tan severo y no es suficiente para danar de forma
irreversible las funciones mitocondriales o para inactivar las caspasas, se ha sugerido que

puede causar apoptosis celular (Parola & Robino, 2001).

El estrés oxidativo, a través de la generacion de ROS, juega un papel importante en la
produccién del dafio hepatico e iniciando la fibrogénesis hepdtica. La disrupcion oxidativa de
los lipidos, proteinas y DNA induce necrosis y apoptosis de los hepatocitos, lo cual amplifica
la respuesta inflamatoria, resultando en la iniciacién de la fibrosis. Las ROS también estimulan
la producciéon de mediadores profibrogénicos en las células de Kupffer y en las células
inflamatorias circulantes. Estas ROS también son en si mismas fibrogénicas y estimulan Ia

proliferacién de las CHE (Guimaraes ELM, et al. 2006).
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1.2.5. Estrés en el reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo importante cuyas funciones incluyen:
plegamiento y transporte de proteinas, homeostasis del calcio, sintesis de lipidos y
participacién en funciones celulares. El estrés del RE es una caracteristica relevante en la
patogénesis de enfermedades asociadas a la fibrosis. A pesar de que el estrés del RE
constituye una funcién protectora frente a un estimulo nocivo, el estrés persistente del RE

conduce a la apoptosis celular (Li et al., 2015).

La desregulacion de la sintesis y procesamiento de proteinas en el RE causa la
acumulacién de proteinas mal plegadas, provocando el estrés del RE y la activacion de la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) (Hollien, 2013). La UPR tipica consiste en tres vias,
gue estan mediadas por tres transductores transmembrana del RE: proteina quinasa regulada
por estrés en el reticulo endopldsmico (PERK), proteina-1a que requiere inositol (IRE1a) y el
factor-6 activador de la transcripcién (ATF6). La UPR se activa mediante la proteina de unién
a inmunoglobulina (BiP) también llamada GPR78/HSPAS5. La acumulacion de proteinas no
plegadas secuestran BiPs, de manera que las BiPs se disocian de los tres transductores
transmembrana del RE conduciendo a su activacion. CHOP se expresa poco en condiciones
fisiologicas, pero su expresidon aumenta en presencia de estrés del RE persistente. La
activacidon de CHOP, un mediador central del estrés del RE, induce la apoptosis y se regula por

las tres vias de la UPR (Woelhbier & Hetz, 2011).

El RE es un orgénulo importante en el almacenamiento de Ca?*, por tanto tiene un papel
importante en vias de sefializacién que utilizan el Ca?* como segundo mensajero. Cuando una
célula sufre un estrés del RE prolongado, las vias de sefalizacién de muerte celular como la
calpaina, caspasa-12, CHOP y JNK se activan. La liberacién de Ca%* del RE activa la calpaina

gue a su vez activa proteoliticamente a la caspasa-12 mediando la apoptosis (Figura 11).
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Figura 11. Activacidn de los sensores de la UPR y su efecto en la apoptosis. Figura de Li et al., 2006.

Cuando las CHE se activan generan MEC, este incremento en la sintesis de proteinas hace
gue haya un aumento en la capacidad plegadora de proteinas en el RE que puede alterar la
homeostasis de RE. Se ha demostrado que bloqueando el estrés de RE mediante la via IRE1
en las CHE se reduce el potencial fibrogénico de estas células. Por otro lado, la induccidn de
RE en las CHE aumenta la expresién de genes profibrogénicos como el Colla, el receptor del
PDGF-B y el a-sma (Hernandez-Gea et al., 2013). Ademas, el estrés del RE y la UPR estan
ligados a vias de sefializacion de inflamacién y estrés como IRE1 y NF-KB-IKK. El estrés del RE
puede incrementar la respuesta inflamatoria al activar el NF-Kb, JNK, ROS, TNFa y TGFB
(Brenner et al., 2013). Por tanto, la apoptosis asociada al RE esta involucrada tanto en la
progresion y como en la regresion de la fibrosis hepdatica. En la progresion de la fibrosis, el
estrés del RE induce la apoptosis de los hepatocitos. Mientras que la apoptosis de las CHE
activadas inducida por el estrés del RE ha sido propuesta como un mecanismo para atenuar

o revertir la fibrosis hepatica.

1.3 Alteraciones hemodinamicas

1.3.1 Hipertension portal

La hipertensién portal es un sindrome clinico frecuente en los pacientes con cirrosis y se
caracteriza por un incremento en la presién venosa portal. Como consecuencia hay un

incremento en el gradiente de presién entre la vena porta y la vena cava inferior por encima
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de los valores normales (1-5mmHg). En pacientes con cirrosis hepatica, la hipertension portal

es la principal causa de muerte y de trasplante de higado (Bosch et al., 2015).

De acuerdo con la aplicacién hemodinamica de la Ley de Ohm, el gradiente de presion
portal (AP) es directamente proporcional al flujo sanguineo circulante a través del sistema
venoso portal (Q) y a la resistencia opuesta a este flujo (R) (AP = Q x R). Por tanto, desde un
punto de vista tedrico, el incremento en la presidn portal puede ser considerado como una
consecuencia del incremento de la resistencia, del incremento del flujo sanguineo, o de una

combinacion de los dos factores.

El incremento de la resistencia intrahepatica en el higado cirrético no es sélo una
consecuencia mecanica de la disrupcion en la arquitectura de la anatomia vascular hepatica
causada por la fibrosis y la formacién de nédulos (componente estructural), sino que también
interviene un componente hemodinamico debido a un incremento en el tono vascular
hepatico. Este ultimo puede ser causado por una deficiencia de sustancias vasodilatadoras
y/o por un exceso de produccion de vasoconstrictores, por una disfuncion de las células

hepaticas sinusoidales, y por la contraccidon de las CHE activadas.

Cuando hay dafio hepdtico por ejemplo en el desarrollo de la cirrosis, incluso la
membrana plasmatica de los hepatocitos adyacentes al sinusoide sufre cambios como por
ejemplo la pérdida de microvellosidades. Sin embargo, los cambios mas relevantes ocurren
en las células sinusoidales: CESH y CHE. Las CESH normalmente tienen fenestraciones que
facilitan el transporte de macromoléculas del lumen sinusoidal a los hepatocitos. En respuesta
al dano estas fenestraciones se pierden y las CESH sufren una reprogramacion de su fenotipo
funcional y de las vias de sefializacién angiogénicas. Por otro lado, las CHE sufren una serie de
cambios que pueden ser resumidos como un incremento en su contractibilidad, capacidad
migratoria, deposicién de matriz y cambios en la secrecién de factores paracrinos. Estos
cambios también conducen al incremento de las proteinas de matriz en los sinusoides
hepaticos y al incremento de la contractibilidad de las células perisinusoidales (Iwakiri et al.,

2014).
Disfuncion de las células endoteliales sinusoidales

Las CESH son la primera defensa frente al daiio hepatico y ejercen diversos efectos en la

funcidn hepatica como el tono vascular, inmunidad, crecimiento de hepatocitos y remodelado
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de la angiogénesis. El concepto de la disfuncién endotelial se caracteriza por una disminucién

de la secrecion de moléculas vasodiladatoras por parte de las CESH. Un buen ejemplo es la

disminucion de la produccién del dxido nitrico (NO), un potente vasodilatador, que ocurre por
al menos por dos mecanismos: 1) inhibicion de la sintasa endotelial de NO (eNOS) por
reguladores negativos como la caveolina-1 (sobre-expresada en cirrosis) (Morales-Ruiz et al.,
2003), 2) el aumento de estrés oxidativo en la cirrosis hace que los radicales superoxido
reaccionen con el NO y se forme perodxido de nitrito (ONOO-) reduciendo la biodisponibilidad
de NO. Estos cambios estan acompafiados por un incremento de la secrecion de moléculas

vasoconstrictoras como el tromboxano A2 producido por la COX-1 o como la endotelina-1

(ET-1) que se une a los receptores de las CHE (lwakiri, 2014).
Células hepaticas estrelladas activas

El reclutamiento de las CHE activas a los vasos sinusoidales incrementa la resistencia
vascular en la cirrosis. Ademas, las CHE activas reducen su respuesta en presencia de
vasodilatadores como el NO. Por otro lado, la ET-1 (incrementada en la cirrosis) aumenta la
contraccion de las CHE. El incremento de la produccién de ET-1 y la disminucion de NO en los
higados cirréticos, aumentan las resistencias intrahepaticas al flujo portal a través de las CHE

activas (Pinzani et al., 1996; Perri et., 2006).
Angiogénesis

La angiogénesis juega un papel crucial en la circulacion intrahepdtica presente en la
hipertension portal. Las CHE activas junto con otros miofibroblastos pueden promover la
angiogénesis al secretar factores angiogénicos, como la angiopoyetina o el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), que activan a las CESH. Con la formacién de nuevos
vasos hay una alteracién irregular del flujo sanguineo que puede contribuir al incremento de

las resistencias vasculares (Melgar-Lesmes et al., 2009; Iwakiri, 2014).

1.3.2 Disfuncidn en la circulacidn esplacnica y sistémica

La disfuncion de la circulacidn arterial sistémica se caracteriza por una reduccién en la
resistencia vascular sistémica debido en primer lugar a una vasodilatacion arterial de la

circulacién esplacnica causada por la hipertensién portal. Aunque muchos vasodilatadores
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han sido propuestos para explicar los cambios en la circulacidon esplacnica, el dxido nitrico

parece ser el de mayor importancia (Arroyo & Jiménez, 2000).

Un pequefio incremento en la presion portal es detectado en primer lugar por la
microcirculacion intestinal, la cual incrementa la produccion de VEGF con el subsecuente
incremento de los niveles de eNOS y de NO en la microcirculacién intestinal. Cuando la
presién portal sigue incrementando, se desarrolla una vasodilataciéon en la circulacién
esplacnica arterial (por ejemplo en las arterias mesentéricas). También se produce una
hipocontractibilidad por la presencia de una excesiva cantidad de moléculas vasodilatadoras
(NO, endocanabinoides) (Ros et al.,, 1995; Reichenbach, Ros & Jiménez, 2010) y una
disminucion de vasoconstrictores (neuropéptido Y, urotensina ll, angiotensina y bradiquinina)

(Iwakiri, 2014).

En los estadios tempranos de la cirrosis, cuando los pacientes no presentan sintomas y
se encuentran en un estado fisico sano, el incremento en las resistencias vasculares hepaticas,
principalmente debido a la fibrosis, es moderado y por tanto, el incremento en la presién
portal también es moderado. En este contexto, hay una leve reduccion en la resistencia
vascular sistémica debido a una vasodilataciéon arterial esplacnica moderada, la cual es
compensada por un incremento en el gasto cardiaco, permitiendo que la presiony el volumen
sanguineo arterial se mantengan dentro de unos limites normales. En los estados avanzados
de la cirrosis, cuando los pacientes presentan sintomas, la reduccién en la resistencia vascular
sistémica es mayor y no puede ser compensada por el incremento del gasto cardiaco. En este
contexto de insuficiencia en la circulacién arterial, la presién arterial se debe mantener por
medio de la activacidon del sistema vasoconstrictor, incluyendo el sistema renina-angiotensina,
el sistema nervioso simpatico y, en estadios mas avanzados, la hipersecrecion no osmética de
la vasopresina (hormona antidiurética) (Figura 12). Estos sistemas ayudan a mantener un
volumen de sangre arterial y una presion arterial efectiva pero también tienen efectos
notorios en la funcidén renal, particularmente en la retencién de sodio y agua con la
consecuente acumulacidn de ascitis y edema. Si la activacidn de estos sistemas se mantiene,
el aumento en la vasoconstriccion renal puede causar una reduccion el filtrado glomerular,

una condicidn conocida como sindrome hepatorrenal (HRS) (Sola & Ginés, 2010).
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Figura 12. Representacidn esquematica de la patogénesis de la formacidn de ascitis. Figura adaptada de

Ferndndez-Varo et al., 2010.

1.3.3 Disfuncidn renal y ascitis

El sodio es el cation mas prevalente osmdticamente en el fluido extracelular. El contenido
total de sodio en el cuerpo determina la cantidad de fluido extracelular, con lo cual cualquier
incremento en la concentraciéon de sodio es asociado con un incremento en el fluido
extracelular. Para mantener el volumen de fluido extracelular constante, el organismo ha
desarrollado mecanismos precisos para adaptar la excrecién de sodio al consumo de sodio

(Fernandez-Llama, Gines & Schrier, 2005).

Aunque no hay estudios que demuestren la relacién cronoldgica entre la retencién de
sodio y la formacién de ascitis en pacientes con cirrosis, investigaciones experimentales en
animales han proporcionado suficientes evidencias que indican que la retencion de sodio
precede a la formacion de ascitis, enfatizando la importancia de la disfuncion renal en la
patogénesis de la cirrosis (Lopez-Novoa et al., 1980; Jiménez et al., 1985). Por otro lado, es
importante destacar que el incremento de la retencion de sodio en la cirrosis no es un evento

fijo e irreversible, sino que estos cambios varian durante el desarrollo de la enfermedad.
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Las leves alteraciones en el manejo de sodio renal presente en los pacientes cirréticos
pre-asciticos, responsables del incremento del volumen sanguineo, son probablemente un
mecanismo homeostatico para compensar el incremento en la capacitancia vascular del

sistema vascular esplacnico debido a la vasodilatacién arterial.

Los sistemas neurohumorales principales que participan en la regulacién de la excrecion
de sodio son el sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) y el sistema nervioso
simpatico (SNS), ambos antinatriuréticos. La aldosterona incrementa la reabsorcion de sodio
en la nefrona distal. EI SNS estimula la reabsorcién de sodio en el tubulo proximal, en la asa
de Henle y en los tubulos distales y colectores. Los péptidos natriuréticos son una familia de
sustancias que incluyen el péptido natriurético atrial, el péptido natriurético cerebral, el
péptido natriurético tipo C y la urodilatina, con propiedades natriuréticas y/o vasoactivas.
Estas sustancias inhiben la reabsorcion de sodio en el tubulo colector distal (Arroyo & Jiménez,

2000) (Figura 13).
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Figura 13. Anatomia de la nefrona. Figura adaptada de Bonventre & Yang 2011.

En la fase pre-ascitica de la cirrosis el metabolismo renal de sodio esta alterado pero sin
embargo los pacientes presentan un flujo sanguineo renal (RBF), una tasa de filtrado
glomerular (GFR) y un aclaramiento de agua libre normal. En esta fase la vasodilataciéon
arterial esplacnica es moderada y el sistema linfatico es capaz de retornar el incremento en
la produccion de linfa a la circulacidn sistémica. El liquido que retienen los rifiones incrementa

el volumen plasmatico y suprime las sefales estimuladoras de los sistemas antinatriuréticos.
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Por tanto, no se forma ascitis ni edema. Cuando la enfermedad del higado progresa, la
vasodilatacién espldcnica aumenta, resultando en un llenado insuficiente de la circulacién
arterial mas intenso y una marcada retencién de sodio y agua. En este momento, el volumen
de sangre arterial efectivo es imposible de mantener por el incremento de volumen
plasmatico, probablemente porque el liquido retenido pasa de la circulacion esplacnica a la
cavidad peritoneal como ascitis y/o de la circulacion sistémica al sistema tisular intersticial
como edema. Ocurre una persistente estimulacion de los sistemas vasconstrictores para
intentar mantener el volumen de sangre arterial efectivo. La activacién de estos sistemas
perpetua la retencién de sodio y agua, acumulandose en forma de ascitis (Fernandez-Llama,

Gines & Schrier, 2005) (Figura 14).

Hipertension portal sinusoidal

Vasodilatacion arterial esplacnica
Reduccién del volimen
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de agua y sodio de sodio y agua

Excresion normal de Continua retencion Vasconstricciéon
sodio y agua de sodio y agua renal

SINDROME

Figura 14. Patogénesis de las anomalias renales funcionales y de la formacion de ascitis en la cirrosis. Figura

Activacion persistente de los

adaptada de Ferndndez-Llama, Ginés & Schrier, 2005.
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1.4 Modelos experimentales de cirrosis

La disponibilidad de modelos experimentales es crucial tanto para el estudio como el
desarrollo de tratamientos de enfermedades humanas. Es por ello que el conocimiento de la
cirrosis hepatica y la fisiopatologia asociada a sus complicaciones se basan, en gran parte, en

los modelos experimentales de dafio hepatico (Claria & Jiménez, 2005).

De acuerdo a su etiologia, los modelos experimentales de enfermedad hepatica se

pueden clasificar como: colestasico, nutricional, alcohélico, inmunolégico y téxico.

En cuanto al modelo colestasico de cirrosis, la ligadura del conducto biliar (BDL) consiste

en la doble ligadura del conducto biliar extrapancreatico cerca del hilio hepatico con hilo de
seda y la escision del conducto biliar entre los dos nudos. Después del procedimiento
quirurgico la cirrosis biliar se desarrolla en aproximadamente 4 semanas. Histolédgicamente
se observa un infiltrado de tejido conectivo en la zona portal y un aumento en la proliferacion
de células epiteliales del conducto biliar y de hepatocitos (Zimmermann et al., 1994). A nivel
hemodinamico hay un aumento de la presion portal y del gasto cardiaco y una disminucién
de las resistencias vasculares sistémicas y espldcnicas. Las mayores desventajas de este
modelo son la elevada mortalidad y las diferentes respuestas a la obtruccién biliar

dependiendo de la especie (Claria & Jiménez, 2005).

Un ejemplo de cirrosis hepatica inducida nutricionalmente es la dieta deficiente en

metionina/colina, la cual desarrolla fibrosis centrolobular y cirrosis en ratas y ratones después

de 12-24 semanas de tratamiento (Ghoshal et al., 1983). La respuesta variable entre animales

y la identificacidn de estadios histoldgicos son las principales desventajas de este modelo.
Existen varios modelos de cirrosis inducida por hepatotoxinas:

- Lacirrosis inducida por dimetilnitrosamina (DMNS) consiste en la administracién de

este agente carcinogénico que causa carcinoma hepatocelular al formar uniones
covalentes y metilacion del DNA y proteinas. EI DMNS se ha utilizado en ratas y perros,
al cabo de 3-4 semanas de administracion desarrolla cirrosis con hipertensién portal,
retencién de sodio y ascitis (Jenkins et al., 1985). Su principal desventaja es que el

DMNS es altamente téxico y un potente carcinogénico.
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- Latioacetamida (TAA) también produce cirrosis macronodular en ratas al cabo de 2-

3 meses con hipertension portal y ascitis secundaria a la induccion de estrés oxidativo
en el higado (Li et al.,, 2002). Sin embargo, se conoce muy poco sobre las
caracteristicas hemodindmicas y renales de este modelo.

- La D-galactosamina es otra hepatotoxina que produce dafio hepatico al reducir la

uridina trifosfato y otros nucledtidos de uridina, por tanto disminuyendo la sintesis
de RNA y proteinas. La D-galactosamina en ratas induce disfuncion hepatica
progresiva acompanada de hipertensién portal, circulacién hiperdindmica y ascitis
(Javle et al., 1998). A pesar de ello, se considera que este modelo reproduce el dafio
hepdtico agudo observado en la hepatitis humana.

- La cirrosis inducida con tetracloruro de carbono (CCls) es, con diferencia, el modelo

mas utilizado principalmente por su disponibilidad, versatilidad y reproducibilidad.

1.4.1 Cirrosis inducida con CCl,

El dafo hepatico inducido con CCls se produce por el radical clorometilo ('CCls), un
metabolito reactivo que se origina durante el metabolismo oxidativo del CCls por los
miembros de la familia de la citocromo P450. Las especies reactivas 'CCl; inducen la
produccién de ROS y causan degradacion peroxidativa de acidos grasos poliinsaturados de la
membrana celular. Muchos compuestos, incluyendo el fenobarbital, acetona y etanol, que
inducen la actividad de la citocromo P450, son capaces de potenciar la hepatotoxicidad de los

metabolitos del CClsy aceleran la formacién de cirrosis.

El CClsse ha utilizado para inducir cirrosis en rata, ratén, cerdo, cobaya, hdmster, babuino
y perro. Al absorberse a través de los pulmones y del tracto gastrointestinal, el CCls se puede
administrar por diferentes rutas: subcutaneo, inyeccidén intramuscular o intraperitoneal,
sonda gastrica e inhalacion en cdmara cerrada. A la practica, la mayoria de estudios se realizan

en ratas y ratones a los cuales se administra el CCla por inhalacidon o inyeccién.

En nuestro laboratorio, la cirrosis se induce en ratas macho mediante inhalacion de CCl,
en una camara cerrada utilizando el método de MclLean & MclLean (McLean et al., 1969)
modificado por Lopez-Novoa (Lopez-Novoa et al., 1976). Se aiiade fenobarbital (0.3 g/L) al

agua de bebida para reducir el tiempo requerido para inducir cirrosis. Las medidas de la caja
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son: 70x25x30 cm y se introducen en ella 4-6 ratas en cada sesion de inhalacion. El aire
comprimido pasa a la cdmara de gas a través de un medidor de flujo burbujeante (1l/min)
conectado a un frasco que contiene CCls. Los animales se exponen a la atmdsfera de gas dos
veces por semana (lunes y viernes) empezando con 0.5 minutos de aire burbujeante y 0.5
minutos en la atmésfera de gas. En las semanas siguientes la dosis serd incrementada de 1
minuto en 1 minuto hasta llegar a 5 minutos de aire burbujeante y 5 minutos en atmodsfera
de gas. La inhalacion de CCl, es un método seguro, altamente reproducible y relativamente

predecible para inducir cirrosis en rata.

En el modelo de cirrosis inducida por CCly se observa histologicamente dano
hepatocelular con necrosis centrolobular, esteatosis e inflamacién en los estadios tempranos
de intoxicacion. Durante la administracion crénica, de 6 a9 semanas de intoxicacion con CClg,
se observan hepatocitos necréticos, infiltrado inflamatorio, regeneracion de hepatocitos, y
deposicion perivenular y periportal de tejido conectivo. La regeneracién continuada de
hepatocitos y la fibrogénesis activa combinado con capilarizacién conduce a una distorsion

arquitectural, que finalmente acaba en una cirrosis micronodular (Jiménez et al., 1992).

Las ratas con cirrosis inducida por CCl; presentan anormalidades circulatorias
intrahepaticas y extrahepaticas similares a las observadas en cirrosis humana. El cambio mas
relevante es el incremento de la resistencia vascular hepatica que conduce a una hipertensién
portal. El incremento crdnico de la presidn portal promueve la formacién de vasos colaterales
porto-sistémicos, una de las mayores consecuencias de la hipertensidn portal. Las ratas con
cirrosis inducida por CCl, también exhiben un deterioro de la hemodindmica sistémica
caracterizado por una hipotensidn arterial, baja resistencia periférica, alto gasto cardiaco e
incremento del volumen sanguineo (Vorobioff et al., 1984). Estos cambios hemodinamicos
activan los sistemas enddgenos vasoactivos (RAAS, SNS y la vasopresina). Estos sistemas
vasoconstrictores inducen la retencion renal de agua y sodio que constituye un paso critico
para la acumulacion de liquido en la cavidad peritoneal (formacién de ascitis). Es por ello que
este modelo representa una herramienta muy Util para investigar la fisiopatologia de
trastornos hemodinamicos, la disfuncidén renal y la formacion de ascitis observados en la

cirrosis humana (Claria & Jiménez, 2005).
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1.5 Terapias

1.5.1 Terapias en la fibrosis hepatica

La evidencia de que la fibrosis es un proceso dindmico y reversible junto con la

identificacidn de los mediadores de la fibrosis y los avances en su diagndéstico no invasivo han

propulsado el desarrollo de farmacos antifibréticos, aunque actualmente ninguno de ellos ha

sido aprobado (Lee et al. 2015). A dia de hoy, con el éxito de los farmacos antivirales para el

VHB y el VHC, el esfuerzo a la hora de disefiar farmacos antifibréticos se estd enfocando

sobretodo en la fibrosis relacionada con EHNA.

Actualmente existen diferentes estrategias terapéuticas en el tratamiento la fibrosis

hepatica (Figura 15):

1)

2)

Control o cura de la enfermedad primaria o reduccion del dafo tisular: la
eliminacidn o control de la etiologia sigue siendo el tratamiento mas efectivo. Por
otro lado, se han desarrollado una clase de compuestos conocidos como

hepatoprotectores que minimizan las sefiales de dafio que provocan la inflamaciéon y

la fibrosis. Ejemplo de estas moléculas son los inhibidores de la apoptosis (como el
emricasan) o inhibicién de la catepsina-B, una proteasa lisosomal (Pockros et al.,
2007; Baskin-Bey et al., 2005). Otra estrategia son los farmacos dirigidos a atenuar la
lipotoxicidad como la acetil CoA-carboxilasa. En cuanto a la inflamacién, se han
desarrollado antagonistas de los receptores de las citoquinas, como el de la IL-1. Los
antioxidantes ejercen un efecto preventivo en el dafio de los hepatocitos pero
también pueden ser directamente antifibroticos, por ejemplo la vitamina E es efectiva
en pacientes con EHNA (Sanyal et al., 2010). También se han desarrollado
antagonistas de la NOX con el fin de reducir el estrés oxidativo generado por la
NADPH (Paik et al., 2011). También se ha demostrado el efecto beneficioso en la
hipertension portal que pueden tener los antioxidantes como la Vitamina C o la SOD
en pacientes cirrdticos y en fibrosis experimental, respectivamente (Hernandez et al.,

2006; Laviiia et al., 2009).

Interacciones receptor-ligando y seializacidon intracelular como objetivos: La

identificacion de los receptores de membrana que se expresan en las CHE ha
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generado nuevas dianas terapéuticas. Ejemplos a destacar de estas dianas son los
receptores neuroquimicos (antagonismo del CB1, CB2 o del recetor del 5HT-2B)
(Mallat et al, 2013; Reichenbach et al., 2012; Ebrahimkhani et al., 2011); el sistema
renina-angiotensina (inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, ACE);
antagonismo de la ET-1 y del NO; inhibidores de receptores tirosina quinasa
incluyendo el PDFGF, FGF y el TGFa; y receptores nucleares como el agonismo del

PPARYy.

Inhibicion de la fibrogenesis: El TGFB es el estimulo mas potente de la sintesis de
colageno | y otros componentes de la matriz, es por ello que inhibir su accién es el
foco de muchas estrategias antifibréticas. Sin embargo, el reto es conseguir una
inhibicidn localizada en el area fibrdtica, ya que la inhibicidn sistémica del TGFB puede
inducir inflamacién, crecimiento epitelial y neoplasia. El factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF) también es una potente sefial fibrogénica y actualmente se
estan probando como tratamiento un anticuerpo anti-CTGF (FG-3019) en pacientes

con fibrosis hepatica (Wang et al., 2011).

Promover la resolucion de la fibrosis: Incrementando la degradacion de la matriz por
ejemplo utilizando antagonistas de los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMPs), aunque de momento sélo se han probado en modelos animales. Otra
estrategia es estimular la eliminacién de las CHE activas, por ejemplo inhibiendo vias
sefiales pro-apoptdticas como Bcl-2 o NF-Kb (Chakraborty & Mann, 2010),
aumentando la apoptosis de los miofibroblastos con antagonismo del CB1
(rimonabant) o del 5HT, o induciendo su muerte al amplificar la respuesta de células

NK (por ejemplo con IFNy) (Bansal et al., 2011).
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1.Control o cura de la enfermedad primaria
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Figura 15. Estrategias terapéuticas para la fibrosis hepatica. RVS: respuesta viral sostenida. Figura adaptada

de Lee et al., 2015.

1.5.1 Terapias en la cirrosis con disfuncién renal y circulatoria

El tratamiento actual para la ascitis y el edema se basa en una dieta con restriccién de sal
junto con diuréticos para incrementar la excrecion renal de sodio (Sola & Ginés, 2010). Los
diuréticos que se utilizan son los antagonistas de la aldosterona, ya que la secrecién de
aldosterona estd incrementada en la cirrosis. Sin embargo, los diuréticos no son efectivos en
aproximadamente el 10-20% de los pacientes y pueden desarrollar complicaciones hasta en
el 40 % de los pacientes (Runyon, 2009; Moore & Aithal, 2006). Otro tratamiento para la
ascitis es la paracentesis de grandes volumenes, la cual es efectiva en pacientes con ascitis
refractaria por la falta de respuesta a los diuréticos (Ginés et al., 1987). La paracentesis se
asocia a la administracion de albimina para prevenir la disfuncién circulatoria como
consecuencia de la eliminaciéon de un gran volumen de liquido ascitico. Las principales
desventajas de la paracentesis es el tiempo que requiere, la necesidad de administrar

albumina (no facilmente disponible) y sobre todo, que no previene la recurrencia de la ascitis
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al no interferir con los mecanismos que producen la ascitis. Una alternativa a la paracentesis
es el uso de la derivacidn portosistémica intrahepatica transyugular (TIPS). La TIPS consiste
en insertar una endoproétesis vascular o stent a través de la yugular causando una reduccion
de la presion portal y de la retencion renal de sodio. El uso de TIPS tiene una aplicabilidad
limitada (no se puede utilizar en pacientes con fallo hepatico severo), tiene un coste alto,
requiere experiencia para su insercion e incrementa el riesgo de encefalopatia hepatica. Los
B-bloqueantes también pueden tener efectos beneficiosos en la prevencion de las
complicaciones de la cirrosis al reducir la presion portal. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que estos farmacos pueden tener efectos deletéreos en pacientes con cirrosis

avanzada (Sersté et al, 2010).

En cuanto la hiponatremia hipervolémica, en los Ultimos afios se han desarrollado una
nueva generacion de farmacos, conocidos como vaptanos que antagonizan selectivamente
los receptores V2 de la vasopresina en los tubulos renales (Decaux et al., 2008). Ejemplos de
estos farmacos son el conivaptan (antagonista dual V1/V2) (Fernandez-Varo et al., 2003) ya
aprobado en EEUU, tolvaptan (antagonista oral selectivo V2) también aprobado por la FDA. A
pesar de ello, aun se necesita mas informacion para el uso de los vaptanos en la cirrosis,

particularmente en su seguridad a largo plazo.

Finalmente, en el tratamiento del sindrome hepatorrenal el método actual mas efectivo
es la administracion de farmacos vasoconstrictores. El vasoconstrictor de eleccion es la
terlipresina (andlogo de la vasopresina), mejora la funcién circulatoria al causar
vasoconstriccion en la red vascular esplacnica dilatada incrementando la presién arterial y
suprimiendo la actividad de vasoconstrictores endégenos en los rifones. La terlipresina es
efectiva en un 40-50 % de pacientes con HRS tipo 1 (Gluud et al.,, 2010). Otros
vasoconstrictores que se han utilizado como tratamiento de la HRS incluyen la noradrenalina
y mododrina, ambos en combinacidn con albimina. La terapia renal sustitutiva también se
ha utilizado en pacientes con HRS tipo 1, sobre todo en aquellos candidatos para un trasplante
de higado. Esta terapia es una opciéon temporal en pacientes que no responden a
vasoconstrictores o en aquellos que desarrollan una sobrecarga de volumen severa, acidosis

metabdlica y/o hiperpotasemia refractaria (Meltzer & Brentjens, 2010).
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2. NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CERIO

2.1. Definicion y aplicacion biomédica
Las nanoparticulas pueden ser definidas como particulas con un tamafio en el rango de 1

a 100 nm (Figura 16).

Glucosa Proteina Célula .
Pelota de tenis
Grano de sal
Ca i “
Q
/
107 1 10 102 103 104 10° 10¢ 107 108

Nanometros

NANOPARTICULAS

Figura 16. Comparacion de tamafios en el rango de nanémetros.

Alo largo de las ultimas décadas, se han desarrollado diferentes tipos de nanoparticulas
a partir de varios componentes, incluyendo carbono, oxidos de silice, 6xidos de metal,
nanocristales, lipidos, polimeros, dendrimeros y puntos cuanticos entre otros (Sandhir et al.,
2015).

En particular, las nanoparticulas metalicas constituyen una serie de compuestos éxidos
formados a partir de nanoparticulas de 6xido de metal. La sintesis de este tipo de
nanoparticulas se hace principalmente a través de dos vias dependiendo de la naturaleza del
sistema de transformacién utilizado, via liquido-sdlido o gas-sdlido. Las nanoparticulas de
oxido de metal tienen una estructura distintiva con propiedades interesantes como el
potencial redox, efecto catalitico, estabilidad mecdnica, biocompatibilidad y gran area
superficial. Por estas razones, las nanoparticulas de oxido de metal han ganado un
considerable interés en el campo de la imagen biomédica, deteccidn y biologia terapéutica
(Tuli et al., 2015).

El cerio (Ce) es un metal de la serie de los lantanidos y es el elemento mas abundante de
las tierras raras. Fue descubierto en 1803 y tomd su nombre de Ceres, el planeta
enano/asteroide que se habia encontrado dos afios antes. Cuando se combina con oxigeno

puede adoptar una estructura cristalina de fluorita con un area superficial altamente reactiva

37



Introduccion

a la hora de neutralizar radicales (Estevez & Erlichman, 2014) (Figura 17). El éxido de cerio

(Ce0,) se ha utilizado durante décadas para pulir vidrios y como convertidor catalitico entre

otras aplicaciones.

[110] CeO, Fluorite

Figura 17. Simulacién atomistica de una NP de éxido de cerio y sus planos atémicos. Figura

adaptada de Oro et al., 2016.

Las nanoparticulas (NPs) de d6xido de cerio (CeO;NPs) tienen dos estados de oxidacion
Ce3* y Ce* que pueden dar lugar a un ciclo redox autoregenerativo acompafiado de la
liberacién de oxigeno en su superficie. La falta de oxigeno crea sitios reactivos en su superficie.
Estos sitios reactivos tienen la capacidad de captar radicales libres (Niu et al., 2011) (Figura

18).

0, + Ce** >0, + Ce?*
0, + Ce3 + 2H* > H,0, + Ce#

Figura 18. Ciclo redox entre los estados de oxidacion Ce3*y Ce*

Esta habilidad de las CeO;NPs de captar radicales libres ha impulsado su uso como
antioxidante, incluyendo estudios donde demuestran su actividad mimética ala SOD y a la
CAT vy su capacidad de eliminar radicales libres (Wason & Zhao, 2013). Es por ello que las
CeO;NPs se han estudiado en sistemas biolégicos y han mostrado tener efectos antioxidantes
en varios modelos experimentales patoldgicos incluyendo disfuncién cardiaca (Niu et al.,
2007), isquemia cerebral (Estevez et al., 2011), hipoxia e hipertension pulmonar (Arya et al.,
2013; Kolli et al., 2014), cancer de ovario (Giri et al., 2013), obesidad (Rocca et al., 2015),

sepsis (Selvaraj et al., 2015) y dafio agudo renal (Manne et al., 2015).
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2.2. Sintesis, tamaio y estabilizacion

Las propiedades redox de las CeO;NPs estdn ligadas a su estructura cristalina que, a su
vez, depende del proceso de sintesis. Los métodos para sintetizar CeO2NPs son muy variados
y como consecuencia se pueden crear CeO;NPs de diferente tamafio y superficie. Los
métodos de sintesis incluyen hidrolisis, precipitacién, deposicion termal, sintesis por
combustion, sélido-hielo, método hidrotermal o solvotermal, microemulsidn, condensacion
de gas, sintesis sonoquimica, y sintesis electroquimica entre otras (Dowding et al., 2013).
Ademads, las CeO;NPs se pueden sintetizar con un revestimiento o estabilizador con el
objetivo de producir nanoparticulas dispersas que son menos propensas a la agregacion. El
acido citrico es el estabilizador mas utilizado ya que es biocompatible. Sin embargo, es
importante destacar que el estabilizador también puede cambiar al introducirlo en una

solucidn fisioldgica (Estevez & Erlichman, 2014).

Por otro lado, las nanoparticulas pueden interactuar con biomoléculas solubles al entrar
en un ambiente bioldgico. Cuando una nanoparticula entra en un biofluido, las proteinas
comienzan a migrar hacia su superficie. Las proteinas mas abundantes llegan primero y se
asocian débilmente a la superficie, se separan rapidamente y vuelven a la solucién. Las
proteinas de menos abundancia pero con mayor afinidad reemplazan a las proteinas de
mayor abundancia y menor afinidad. Aunque no se sabe exactamente cuanto tiempo requiere
este proceso de intercambio, la “corona de proteinas” en muchas formulaciones de
nanoparticulas alcanza un estado de equilibrio en cuestion de minutos. A pesar de su
importancia, aun no existen estudios protedmicos que caractericen la corona de proteinas

plasmaticas presentes en las nanoparticulas (Walkey et al., 2015).

2.3. Captacion celular y localizacion

Se ha demostrado que las CeO;NPs pueden entrar en las células de mamiferos tanto en
estados normales como patoldgicos, con una adsorcion importante que ocurre a las 3 horas
de exposicidn en cultivo (Singh et al., 2010). Se ha observado que las CeO,NPs pueden entrar
en las células por varias vias, incluyendo endocitosis mediada por receptor y endocitosis
mediada por clatrina y caveolas (Wason & Zhao, 2013). El tamafio de las particulas y su carga

superficial son determinantes para la adsorcidn celular y su localizacién intracelular. Por tanto,
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existe un debate sobre la localizacién intracelular de las CeO2NPs, hay estudios que
demuestran que se acumulan en el citoplasma sin trascolarse al nucleo (Alili et al., 2011),
otros sefialan que pueden acumularse en el espacio perinuclear (Horie et al., 2011), mientras
otros detectan CeO:NPs co-localizadas con la mitocondria, ER, lisosomas, difusas en el
citoplasma y en el nucleo (Singh et al., 2010). Por otro lado, el pH de los diferentes
compartimentos subcelulares ha demostrado ser determinante en la actividad anti- o pro-

oxidante de las CeO,NPs (Asati et al., 2010).

2.4. Biodistribucion

Numerosos estudios han demostrado que las CeO;NPs (<10 nm) son toleradas por los
animales sin inducir toxicidad o respuesta inmune (Wason & Zhao, 2013). Sin embargo, hay
algunos estudios que demuestran que estas nanoparticulas pueden inducir alteraciones
hepaticas patoldgicas, si bien es cierto que en estos estudios la dosis de CeO;NPs
administrada es mucho mas alta (entre 10 a 1000 veces mayor) (Nalabotu et al., 2011; Tseng
et al.,, 2012). Cuando se administran via intravenosa o intraperitoneal, las CeO2NPs se
acumulan principalmente en el bazo y en el higado, y en menor medida en los pulmones y
rifiones, no se observan en corazoén ni en el cerebro. La acumulacion tisular es mayor cuando
se administra de manera intravenosa. Por otro lado, las CeO2NPs no se eliminan rapidamente
sino que persisten en los animales durante al menos 30 dias sin encontrar concentraciones

apreciables de CeO;NPs en la orina o heces (Hirst et al., 2013; Yokel et al., 2013).

3. VASOPRESINA

3.1. Estructura de la vasopresina y su receptores

La vasopresina es una hormona peptidica con un puente disulfuro entre dos cisteinas y
se sintetiza en las neuronas magnocelulares del hipotdlamo. Aunque la oxitocina difiere de la
vasopresina en sélo un aminoacido (80 % homologia), tienen claramente una actividad
fisiolégica divergente. La vasopresina esta implicada en la homeostasis osmoética y
cardiovascular, mientras que la oxitocina es importante en el parto, lactancia y
comportamiento sexual. Ambas estan codificadas por diferentes genes pero estos genes se

encuentran en el mismo cromosoma (Holmes et al., 2003).
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Secrecion de la vasopresina

Después de su sintesis en el hipotdlamo, la vasopresina es transportada a la pituitaria
posterior, donde es almacenada hasta que se estimula su secrecion. Las estimulaciones
osméticas y no-osmoéticas son las dos vias mayoritarias que controlan la secrecién de
vasopresina (Petersen, 2006).

Después de una estimulacién hiperosmotica de los osmoreceptores centrales las células
neurosecretoras magnocelulares se activan para secretar vasopresina al corriente sanguineo.
Los osmoreceptores periféricos que controlan la secrecion de la vasopresina estan localizados
en la regidon que contiene la vasculatura mentérica y portal. Estos lugares son estratégicos
para la deteccidn temprana de incrementos en las osmolaridad después de la ingesta de
alimentos y liquido.

Por otro lado, la reduccién del volumen sanguineo es detectada por los baroreceptores
arteriales y atriales y se estimula la secrecién de vasopresina.

La regulacion osmdtica de la secrecion de vasopresina es sensible a pequeiios
incrementos en la osmolaridad plasmatica (un aumento del 2 % produce una antidiuresis
maxima), mientras que se requiere entre un 15-20 % de disminucién de la presién sanguinea
para inducir una antidiuresis maxima.

Receptores de la vasopresina

Las acciones de la vasopresina estan mediadas por la estimulacién de receptores
acoplados a proteinas G especificos de tejido (GPRCs), los cuales se clasifican en los siguientes
subtipos:

- ViR 0 Via: receptor Vi vascular
- VaR:receptor V; renal

- V3R 0 Vip: receptor Vs pituitaria
- OTR: subtipos de la oxitocina

- P2R: receptores P, purinérgicos

Los GPRCs estan compuestos por 7 dominios transmembrana (hélices a hidrofébicas)
unidos por bucles extracelulares e intracelulares alternados, un dominio amino-terminal

extracelular y un dominio carboxilo-terminal citoplasmatico (Figura 19)
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Figura 19. Acoplamiento de la vasopresina y topologia del receptor humano V;R. AVP: vasopresina; il1, il2 e il3:
bucles intracelulares; el2, el2 y el3: bucles extracelulares; H1-H7: segmentos transmembrana. Figura adaptada

de Holmes et al., 2003.

La sefal de la vasopresina se transmite por los subtipos de proteina Gs y Gg/11. La via de
sefializacion Gs se caracteriza por la inhibicién de la adenil cliclasa, lo que produce el
incremento de los niveles de AMPc que a su vez activa multiples maquinarias celulares,
incluyendo canales de ion, factores de transcripciéon y enzimas metabdlicas. La via de
sefializacion Gg/11 es la via cldsica activada por hormonas movilizadoras de calcio y estimula a
la fosfolipasa B para producir los segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). El IP3 produce la secrecion de calcio desde compartimentos intracelulares y el DAG
recluta la PKC a la membrana y la activa. La subunidad a de la proteina G4 también activa el

factor de transcripcién kappaB.

El efecto antidiurético de la vasopresina ocurre via activacion del V;R. La vasopresina
regula la excrecidn de agua en el rindn al incrementar la permeabilidad osmética de agua en
el tubulo colector, un efecto que se produce por la activacion de AMPc a través de la proteina
Gs del V2R. El incremento intracelular de AMPc en el rifidn hace que se fusionen las vesiculas
de acuaporinas 2 a la membrana plasmatica apical de las células del tubulo colector,

incrementando la reabsorcién de agua.
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Receptor V1, (V1R)

Funcionalmente el receptor Vi, activa proteinas de la familia Gg/11. Las vias de
sefalizacion asociadas al receptor Vi, incluyen la activacidn de la captacion de calcio, la

fosfolipasa A,, fosfolipasa C y la fosfolipasa D.

Los receptores Vi, se encuentran en gran parte en el musculo liso vascular y producen
vasoconstricciéon al incrementar el calcio intracelular via la cascada fosfatidil-inositol-bifosfato.
Los receptores V1, adicionalmente se localizan en cerebro, testiculos, ganglio superior cervical,

higado, vasos sanguineos, medula renal, cardiomiocitos y plaquetas.

En el rifidn los receptores Via se encuentran sobre todo en las células intersticiales
medulares y en las células epiteliales tubulo colector. La vasopresina actta en los vasos de la
médula a través del receptor Via y reduce el flujo sanguineo de la médula interior sin afectar

el flujo sanguineo de la médula exterior.
Regulacion negativa del receptor de la vasopresina

Una vez unido al ligando, el GPRC se activa pero seguidamente sufre una reduccion de su
respuesta al ligando (desensibilizacién). La desensibilizacién dependiente del agonista de
estos receptores puede reducir la respuesta a una estimulacién maxima hasta en un 70-80 %.
La desensibilizacién del receptor ocurre cuando los receptores activados se fosforilan y se
unen a proteinas arrestinas-B, inhibiendo una futura interaccion con las proteinas G. La
respuesta de los receptores también se limita por la degradacién de AMPc por las
fosfodiesterasas. Las arrestinas- coordinan tanto la fosforilacidn de los receptores como el

grado de degradacién del AMPc por las fosfodiesterasas.

3.2. Efectos relevantes de la vasopresina mediados por el receptor V;,

Estudios han demostrado que la vasopresina constrifie las arterias mesentéricas. En linea
con esto, la vasopresina y la terlipresina (andlogo sintético de la vasopresina), pueden reducir
la severidad de la hemorragia por varices esofagicas. Estudios clinicos han demostrado que el

tratamiento con vasopresina y terlipresina puede controlar estas hemorragias (Soderlund et

al., 1990; D’Amico et al., 1994).
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La terlipresina reduce la presién portal, el flujo sanguineo portal y las resistencias
vasculares en el territorio portal en ratas con hipertensiéon portal inducida por BDL. La
terlipresina y el F-180 (agonista selectivo Via) también reducen el flujo sanguineo de la arteria
mesentérica y aumentan la presion arterial media y las resistencias mesentéricas vasculares
de manera dosis dependiente en ratas con hipertensidn portal, lo que confirma su efecto
vasoconstrictor a nivel esplacnico (Petersen, 2006).

La administracion de vasopresina a pacientes con vasodilatacion e hipotensién por shock
séptico incrementa la presion arterial debido a una vasoconstriccion periférica (Patel et al.,
2002). Este efecto vasopresor de la vasopresina en la sepsis y en el shock séptico también se
ha demostrado en modelos animales. Por ejemplo, la administracion de vasopresina a ratas

endotoxémicas restablece la presidn arterial media a los niveles basales (Levy et al., 2004).
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La hipertensién portal es un sindrome clinico presente en diversas enfermedades
hepaticas, caracterizado por el aumento patoldgico de la presidn hidrostatica en el territorio
venoso portal por encima de su valor normal de 1-5 mmHg, lo que origina la formacion de
una extensa red de vasos colaterales portosistémicos que derivan parte del flujo sanguineo
portal hacia la circulacidn sistémica e impiden su paso a través del higado. Las complicaciones
gue se desarrollan como consecuencia de este sindrome, como la hemorragia por varices
esofagicas, ascitis e insuficiencia renal, encefalopatia portosistémica, alteraciéon del
metabolismo de farmacos y sustancias enddgenas, hiperesplenismo, sindrome
hepatopulmonar e infecciones, constituyen el aspecto clinico dominante y mas severo de la
enfermedad hepatica. Es por ello que en pacientes con cirrosis hepatica, la hipertension

portal es la principal causa de muerte y de trasplante de higado (Bosch et al., 2015).

En el desarrollo de la hipertensidn portal intervienen trastornos estructurales del higado
como la fibrosis y la formacién de nddulos de regeneracién, y de los vasos esplacnicos como
la remodelacién vascular (Fernandez-Varo et al., 2003). Pero también intervienen trastornos
funcionales, que son secundarios a cambios en el tono vascular hepatico y esplacnico, en el
volumen plasmatico y en el gasto cardiaco. Estos trastornos funcionales tienen una doble
importancia en la cirrosis, pueden variar de forma aguda ante diversos factores y contribuir
al desencadenamiento de complicaciones como la hemorragia por varices o insuficiencia
renal (Follo et al., 1994). Por otra parte, constituyen la diana terapéutica mas inmediata en el

tratamiento de los pacientes con cirrosis.

En cuanto a los cambios estructurales del higado, el estrés oxidativo, a través de la
generacién de ROS, juega un papel importante en la produccién del daio hepatico e iniciando
la fibrogénesis hepatica. La disrupcidon oxidativa de los lipidos, proteinas y DNA induce
necrosis y apoptosis de los hepatocitos, lo cual amplifica la respuesta inflamatoria, resultando
en la iniciacion y progresion de la fibrosis (Guimaraes ELM, et al. 2006). A su vez en el proceso
inflamatorio existe un aumento del estrés oxidativo mediado por la secrecién de ROS entre
otras moléculas por parte de las células inmunes, lo cual perpetia el desarrollo de la fibrosis.
Cuando este dafio hepatico persiste, los hepatocitos son sustituidos por abundante matriz
extracelular, derivando en la formacién de nédulos hepaticos separados por fibras (nédulos
de regeneracion), que es el proceso final conocido como cirrosis (Bataller & Brenner, 2005).

La causa de estos trastornos estructurales constituye el factor mds importante en el aumento
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de la resistencia hepatica en la cirrosis. En este sentido, la primera hipdtesis de trabajo de la

presente tesis doctoral es la siguiente:

Primera hipétesis: Las nanoparticulas de oxido de cerio tienen efecto antioxidante, anti-

inflamatorio y reducen la hipertension portal en ratas con fibrosis hepdtica.

En los estadios avanzados de la cirrosis, cuando los pacientes presentan sintomas y la
presiéon portal supera un umbral critico, aumenta la concentracién de O6xido nitrico, se
produce una vasodilatacion sistémica y, como consecuencia, una disminucion de la volemia
efectiva que activa los mecanismos de compensacidén, como el eje renina-angiotensina-
aldosterona, el sistema nervioso simpdatico y la secrecion no osmética de vasopresina. La
vasodilatacién esplacnica es responsable de la circulacién hiperdindmica, que se manifiesta
por un descenso de la presion arterial y de la resistencia vascular periférica, aumento del
gasto cardiaco y elevacion del flujo de sangre al territorio portal. Este hiperflujo contribuye a
elevar y mantener la hipertensién portal en fases avanzadas de la cirrosis. En estas fases, el
trastorno hemodinamico se agrava de manera que los mecanismos mencionados resultan
inadecuados para mantener la homeostasis circulatoria. Ello provoca una exacerbada
retencion de sodio y agua, fendmeno que, unido a la trasudacion linfatica secundaria a la

hipertensidn portal, explica la formaciéon de ascitis.

El conocimiento de estos mecanismos resulta de gran importancia, dado que el
componente dindmico de la resistencia vascular intrahepatica es reversible y, por tanto, una
diana terapéutica. De hecho, la mayoria de los tratamientos existentes para la hipertension
portal se centran en la correccion de las alteraciones hemodindmicas mediante farmacos

vasoactivos (terlipresina, somatostatina, betabloqueantes no selectivos).

La vasopresina es una hormona peptidica sintetizada en los nucleos paraventricular y
supraoptico del hipotdlamo. La funcion mds importante de esta hormona es inducir la
reabsorcidon de agua en los tubulos colectores del rifidn, de ahi su nombre alternativo de
hormona antidiurética. Esta funcién la realiza a través de los receptores V; presentes en el
rifidn. Sin embargo, la vasopresina a través de sus receptores Vi, localizados en las células
musculares lisas ejerce una funcién diferente, tiene un efecto vasopresor por medio de la

contraccion muscular. Numerosos estudios han demostrado que la vasopresina puede
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constreiiir las arterias mesentéricas reduciendo la hipertensién portal y las complicaciones
gue derivan de esta, como las hemorragias de las varices esoféagicas (Petersen, 2006). En este

contexto, la segunda hipdtesis de trabajo es la siguiente:

Segunda hipétesis: E/ agonismo parcial del receptor Vi, de la vasopresina mediante su
efecto vasoconstrictor a nivel espldcnico reduce la hipertension portal en ratas con cirrosis y

ascitis.
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El primer objetivo de la presente tesis doctoral fue investigar el efecto antioxidante de
las nanoparticulas de oxido de cerio en ratas con fibrosis hepdtica, asi como el papel que ejerce
esta propiedad terapéutica en la inflamacion y en la consecuente hipertension portal.

Especificamente, este objetivo se alcanzé por medio de los siguientes estudios:

1. Investigar la morfologia y biodistribucion de las CeO,NPs después de su
administracion intravenosa a ratas con fibrosis hepatica inducida por inhalacién de
CCly, tanto a nivel tisular como subcelular.

2. Analizar el efecto del tratamiento con CeO,NPs sobre la esteatosis, los marcadores
séricos de funcién hepatica y la presion portal en el modelo experimental de fibrosis
hepatica.

3. Evaluar el efecto del tratamiento con CeO,;NPs en la activacion de las CHE, en la
inflamacidn, en la apoptosis y en el estrés oxidativo y del RE que tienen lugar en las

ratas con fibrosis hepatica.

El segundo objetivo de esta tesis doctoral se dirige a investigar el potencial terapéutico
de un nuevo agonista parcial del receptor Vi, de la vasopresina con efecto vasoconstrictor
preferencial a nivel espldcnico en ratas con cirrosis y ascitis. Especificamente, este objetivo se
alcanzé por medio de los siguientes estudios:

1. Evaluar el efecto de la administracion de dosis crecientes del agonista parcial del
receptor Vi, de la AVP, FE 204038, en la hemodindmica sistémica y en la presion
portal en ratas con cirrosis y ascitis inducida por inhalacion de CCla.

2. Analizar el efecto de la administracion del agonista parcial del receptor V1, de la AVP
a largo plazo en la hemodindmica sistémica, la presiéon portal y la funcién renal
excretora en ratas cirrdticas y con ascitis.

3. Investigar la expresion diferencial de genes relacionados con sustancias vasoactivas,
incluyendo el receptor Viade la AVP, en la circulacién sistémica y mesentérica de ratas

con cirrosis y ascitis.

La presente tesis doctoral estd compuesta por los dos objetivos generales mencionados, los

cuales se corresponden con un articulo cada uno.
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Articulo 1: Las nanoparticulas de 6xido de cerio reducen la esteatosis, la hipertension portal
y muestran propiedades anti-inflamatorias en ratas con fibrosis hepatica.

La inflamacién es una respuesta presente en todas las enfermedades hepaticas,
independientemente de cual sea su etiologia, y que después de evolucionar a una inflamacion
crénica conduce a un remodelado tisular, a cirrosis y eventualmente, a un fallo hepatico
(Friedman, 2008). De la misma manera, la evidencia de estrés oxidativo se ha detectado en
casi todas las enfermedades crénicas del higado clinicas e experimentales. Las moléculas
relacionadas con el estrés oxidativo pueden actuar como mediadores capaces de modular la
inflamacién y el dafo celular responsable de la progresion de la fibrosis (Parola & Robino,
2001). Durante los ultimos afios, se ha promovido la idea de que la inflamacién es una
respuesta activa que puede ser facilitada por mediadores pro-resolutivos (Serhan, 2014). Por
tanto, estas sustancias pro-resolutivas podrian utilizarse como nuevas estrategias
terapéuticas. En este contexto, se ha demostrado que muchas aplicaciones de las
nanoparticulas de 6xido de cerio (CeO2NPs), incluyendo su uso como mediador pro-resolutivo
en biomedicina, estan basadas en su actividad redox. Las CeO2NPs son capaces de eliminar
los radicales libres que se producen en situaciones de estrés oxidativo (Heckert et al., 2008).
Estas nanoparticulas pueden reducir in vitro las ROS y en consecuencia, muchos mediadores
inflamatorios como la iNOS, el NF-kappa B, el TNFa e interleucinas (Estevez et al., 2011). En
consecuencia, numerosos estudios han planteado el uso de las CeO2NPs como prevencién y/o
tratamiento de la cardiomiopatia diabética, enfermedad pulmonar, degeneracion de la retina
y trastornos neurodegenerativos (Niu et al., 2011). A pesar de ello, aun no se ha explorado si
las CeO;NPs tienen valor terapéutico en la enfermedad hepatica. Por este motivo, en este
estudio se investigaron las CeO,NPs como potenciales agentes anti-inflamatorios pro-
resolutivos en la enfermedad hepdtica crénica experimental, estudiando su distribucién
tisular, subcelular, y sus efectos sistémicos y hepaticos. Los resultados mas importantes
derivados de este estudio se enumeran a continuacién:

1. El higado y el bazo son las dianas preferentes de las CeO,NPs en ratas con fibrosis

hepatica inducida por inhalacion de CCla.

En primer lugar, se analizd la morfologia de las CeO2NPs por microscopia electrénica de
transmisién de alta resolucion (HR-TEM) y se observd que presentaban una morfologia

esféricay un tamafio dentro del rango de 4-20 nm (Figura 1, articulo 1).
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Es bien sabido que las nanoparticulas inorgdnicas después de distribuirse por la
circulacién sistémica se acumulan en el higado y bazo (Comenge et al.,, 2012). Esto fue
confirmado en nuestro laboratorio utilizando imagen por resonancia magnética (MRI), la
acumulacién de nanoparticulas en esos tejidos fue aparente a los 30 minutos de haberlas
administrado de forma intravenosa (Anexo 1). Para corroborar estos resultados, se analizé
cuantitativamente por espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) la acumulacién de cerio en higado, bazo, pulmdn, rifidn, corazén y cerebro después de la
administracion intravenosa de CeO;NPs en ratas fibréticas (Figura 2a, articulo 1). El
porcentaje de cerio encontrado en el higado respecto la cantidad total cuantificada fue de un
84 %, mientras que en el bazo se acumuld un 12 %. En los pulmones y en los rifiones se
depositd considerablemente menos cerio (2,25 % y 0,63 %, respectivamente), y aun menos
cantidad en el corazény en el cerebro. Sorprendentemente, se detectd cerio en estos drganos

a lo largo de las 8 semanas de estudio.

Para establecer la localizacién subcelular de las CeO;NPs se recogieron muestras de
higado de ratas fibroticas para ser analizadas por microscopia electrénica de transferencia
(TEM) (Figura 2b, articulo 1). La administracion de CeO;NPs no indujo alteraciones
perceptibles en la morfologia celular comparando las muestras de las ratas inducidas a fibrosis
con CCls con las muestras de las ratas que recibieron vehiculo. Las CeO3NPs se localizaron en
forma de aglomerados de diferentes tamafios en el espacio intracelular del parénquima
hepdtico. También se encontraron CeO;NPs en organulos de membrana simple, identificados
ultraestructuralmente como lisosomas. Los aglomerados de nanoparticulas tenian un tamafio
de alrededor de 30 nm, aunque algunos eran considerablemente grandes (250-270 nm). No

se observaron CeO;NPs en otros orgdnulos de los diferentes tipos celulares hepaticos.

2. El tratamiento con CeO,;NPs disminuye la esteatosis, los niveles circulantes de

biomarcadores de dafio hepatico y la presidon portal en las ratas con fibrosis inducida con CCla.

Las biopsias hepaticas de las ratas con fibrosis hepatica presentaron histolégicamente las
alteraciones caracteristicas de la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA): hepatocitos con
grandes gotas de grasa citoplasmaticas bien definidas desplazando el nicleo, con esteatosis
microvesicular con el nucleo central y con gran cantidad de infiltrado inflamatorio. El
tratamiento con CeO;NPs disminuyd todas estas alteraciones en las ratas inducidas a fibrosis
con CClg, por ejemplo redujo en casi un 50 % la esteatosis total (Figura 3a, articulo 1). Sin
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embargo, no se observaron diferencias en el contenido hepatico de colageno entre las ratas
fibréticas que recibieron CeO;NPs o vehiculo.

Cémo cabia esperar, las ratas fibréticas mostraron alteraciones en la hemodinamica
espldcnica y en los marcadores séricos de funcién hepatica en comparacidn con los animales
control (Tabla 1, articulo 1). Las ratas fibréticas mostraron una disminucion de albumina y
proteinas totales en sangre, asi como un incremento de bilirrubina total y de marcadores de
dafio hepdtico como la aspartato aminotransferasa (AST) y la gamma glutamil transferasa.
Todas estas alteraciones bioquimicas se asociaron a una marcada hipertensién portal. Sin
embargo, el tratamiento con CeO2NPs redujo los niveles de alanina aminotransferasa (ALT),
AST y la presion portal.

3. El tratamiento con CeO;NPs reduce significativamente la activacion de las CHE, la

infiltracion inflamatoria vy la apoptosis en las ratas fibroticas.

Para evaluar el efecto del tratamiento con CeO;NPs en la activacion de las CHE,
cuantificamos la expresidon de su marcador a-SMA por tincidn inmunohistoquimica. En los
animales fibroticos la sefial de a-SMA se detecté como una tincion lineal en los tractos
portales y en los septos fibroticos. No obstante, el porcentaje de a-SMA disminuyd en los
animales tratados con CeO;NPs (Figura 3b, articulo 1). Teniendo en cuenta que las CHE
producen una serie de quimiocinas que amplifican la infiltracidn inflamatoria, pensamos que
quizds el tratamiento también podria reducir este infiltrado (Friedman, 2008). Para analizar
esto, se cuantificaron las células positivas para CD68 (marcador de macréfagos) en las biopsias
hepaticas. Como cabia esperar, se observé un aumento del infiltrado inflamatorio en las ratas
fibrdticas en comparacion con los animales control. Nuevamente, el tratamiento con CeO,;NPs
se asocid a una reduccidn del numero de células positivas para CD68 en las ratas fibréticas
(Figura 3c, articulo 1).

Estudios previos demuestran que la apoptosis de hepatocitos en pacientes con EHNA se
correlaciona con la inflamacion hepatica, asi que quisimos estudiar el efecto del tratamiento
con CeO;NPs en la apoptosis (Wang et al., 2008). Tanto por ensayo TUNEL en las biopsias de
higado como por la cuantificacién proteica (Western Blot) de caspasa-3 (otro marcador de
apoptosis) en homogenado hepatico, observamos que el tratamiento con CeO;NPs reduce

significativamente la apoptosis en el higado de las ratas fibrdticas (Figura 4, articulo 1).
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4. La administracion de CeO;NPs reduce la sobreexpresion de genes inflamatorios y

modifica la expresién de genes relacionados con el estrés oxidativo v del RE en las ratas

fibréticas.

Para profundizar mds en el efecto que tienen las CeO,NPs sobre la inflamacion en el
higado, analizamos la expresidon de genes implicados en procesos inflamatorios (Tabla 2,
articulo 1). El tratamiento con CeO2NPs redujo significativamente la sobreexpresion de
muchos de estos genes en los animales fibréticos incluyendo IL-18, TNFa, iNOS y COX-2.
Ademas, la administracion de CeO,NPs se asocié a una disminucion de la ET-1, un potente
vasoconstrictor producido por las células endoteliales y las CHE implicado en la hipertension
portal. Por otro lado, el tratamiento con CeO;NPs reestablecid la expresion de PPARy.
Finalmente, la expresién de los marcadores de macréfagos M1 (pro-inflamatorios; genes
TNFa e iNOS) fue inferior en el higado de las ratas fibroticas tratadas con CeO,NPs, mientras
gue los marcadores de macrdéfagos M2 (funcidon inmunoreguladora; genes CD163, Argl vy
MRC2) no se modificaron con el tratamiento. Muchos de estos cambios observados a nivel de
expresion génica fueron paralelos a los observados a nivel proteico (Figura 5, articulo 1).

Para evaluar los efectos del tratamiento con CeO;NPs en la expresion de genes
relacionados con el estrés oxidativo y del RE en el higado, realizamos un array de PCR que
incluia 86 genes representativos de estas vias bioldgicas (Tabla 3, articulo 1). De los 86 genes
analizados, 14 se encontraron sobreexpresados (al menos 2,5 veces respecto los animales
control) mientras que 11 estaban infraexpresados en el higado de los animales fibréticos. El
tratamiento con CeO;NPs inhibid significativamente la expresion de genes de respuesta al
estrés oxidativo (Epx), del metabolismo del superdxido (Ncf1 y Ncf2) y de estrés del RE (Atf3
y Hspa5).

5. Las CeO,NPs reducen la produccién de ROS inducida con H,0; en una linea celular de

hepatocitos humanos (células HegG?2).

Para investigar el efecto antioxidante de las CeO,NPs en hepatocitos humanos, tratamos
células HepG2 con H;0; durante 60 minutos en presencia de CeO;NPs o vehiculo.
Determinamos la produccion de ROS con espectrofotometria de fluorescencia utilizando el
colorante sensible a la oxidacién 2’,7° DCF-DA. En las células tratadas con H,0; se detectaron
grandes cantidades de ROS (Figura suplementaria 1a, articulo 1). Sin embargo, cuando las
células se incubaron con H,0; en presencia de CeO,NPs la producciéon de ROS se redujo

significativamente. Estos resultados también los confirmamos al analizar por microscopia
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Optica de fluorescencia microfotografias obtenidas después de tratar los hepatocitos con
H,0, en presencia de CeO;NPs o vehiculo. En las células HepG2 tratadas CeO:NPs la
intensidad de fluorescencia emitida por el DCF fue mucho mas débil en comparacién con las

células incubadas unicamente con H,0; (Figura suplementaria 1b, articulo 1).
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Background & Aims: Cerium oxide nanoparticles (CeO,NPs)
have proven to behave as free radical scavengers and/or anti-
inflammatory agents. The aim of the study was to determine
whether CeO,NPs display hepatoprotective properties in experi-
mental chronic liver disease.

Methods: Systemic and hepatic effects of nanoparticles were
assessed in CCly-treated rats receiving CeO,NPs or vehicle twice
weekly for two weeks and CCl, treatment was continued for 8
additional weeks. Thereafter, mean arterial pressure and portal
pressure (PP) were assessed and serum samples obtained to mea-
sure standard hepatic and renal function tests. Organ and subcel-
lular distribution of NPs were assessed using mass spectrometry
(ICP-MS) and transmission electron microscopy. Liver samples
were obtained to evaluate steatosis, a-SMA expression, macro-
phage infiltration, apoptosis and mRNA expression of oxidative
stress, inflammatory or vasoactive related genes.

Results: Most CeO,NPs were located in the liver and it reduced
hepatic steatosis, ameliorated systemic inflammatory biomarkers
and improved PP without affecting mean arterial pressure. In
addition, a marked reduction in mRNA expression of inflamma-
tory cytokines (TNFo, IL18, COX-2, iNOS), ET-1 and messengers
related to oxidative (Epx, Ncfl, N¢f2) or endoplasmic reticulum
(Atf3, Hspa5) stress signaling pathways was observed in the liver
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reticulum; DCF, 2',7'-dichlorofluorescein; SOD, superoxide dismutase.

of rats receiving CeO,NPs. This was associated with reduced
macrophage infiltration and reduced abundance of caspase-3,
o-SMA and inflammatory cytokines.

Conclusions: CeO,NPs administration to CCly-treated rats pro-
tects against chronic liver injury by reducing liver steatosis and
portal hypertension and markedly attenuating the intensity of
the inflammatory response, thereby suggesting that CeO,NPs
may be of therapeutic value in chronic liver disease.

© 2015 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Deregulated inflammation is thought to be a common step of
many pathological processes including vascular, metabolic and
neurological diseases [1]. In this context, liver diseases are not
an exception. In fact, regardless of whether its viral, metabolic
or toxic etiology, acute inflammation is a common event that
after evolving to chronic inflammation, leads to extracellular
matrix remodeling, cirrhosis and eventually, liver failure [2]. Res-
olution of inflammatory response has classically been considered
a passive process resulting from the progressive dilution of cell
mediators involved in inflammatory response such as cytokines
and chemokines [3]. However, during the last few years the con-
cept that inflammatory resolution is an active response that can
be modulated and facilitated by specialized pro-resolving media-
tors has gained increased attention [4]. These findings raised the
possibility of using pro-resolving substances as a novel therapeu-
tic strategy.

In the current investigation we explored the possibility that
engineered ceria nanoparticles (CeO,NPs) may behave as exoge-
nous pro-resolving mediators in liver disease. Actually, such
nanoparticles have already demonstrated their utility for local
targeting and delivery, whereas most ceria applications are based
on its redox activity, including its biomedical use [5,6]. In this
regard, most therapeutic CeO,NPs applications are proposed
based on their ability to reduce in vitro the levels of reactive oxy-
gen species (ROS) and consequently, most inflammatory media-
tors such as inducible nitric oxide synthase (iNOS), nuclear
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factor k-B (NF-kB), tumor necrosis factor o (TNF-o) and inter-
leukins [7]. Consequently, suggestions have been raised indicat-
ing that CeO,NPs may be useful in the prevention and/or
treatment of diabetic cardiomyopathy, lung disease, retinal
degeneration, stroke and neurodegenerative disorders [8]. How-
ever, whether CeO,NPs are of therapeutic value in liver disease
is not known. We assessed the organ distribution, subcellular
localization, systemic and hepatic effects of intravenous adminis-
tration of CeO,NPs to CCls-treated rats. The aim of the study was
to determine whether CeO,NPs display inflammatory pro-
resolving activity and hepatoprotective properties in experimen-
tal chronic liver disease.

Materials and methods
Synthesis and characterization of CeO,NPs

CeO,NPs were synthesized by the chemical precipitation of cerium (III) nitrate
hexahydrated (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in a basic aqueous solution
[9]. Modifying the pH conditions, different sizes can be obtained. Here, we used
a mixture of different sized nanoparticles (from 4 to 20 nm), at a concentration
of 1 mg/ml. For 4 nm CeO,NPs; in a first step, 10 mM of cerium (III) nitrate hex-
ahydrate was dissolved in 100 ml of absolute ethanol at room temperature. The
solution was left under stirring for about 30 min. To the 100 ml solution was
added 1 ml of tetramethylammonium hydroxide solution (TMAOH, 1.0 £ 0.02 M
in H,0) at a final concentration of 10 mM, and the mixture was left under stirring.
For 10 nm CeO,NPs; in a first step, 10 mM of cerium (III) nitrate hexahydrate was
dissolved in 90 ml of absolute ethanol at room temperature. To this solution
10 mL of hexamethylenetetramine (HMT, 1 M) was added at a final concentration
of 100 mM, and the solution was left under stirring. For all samples, NPs were
purified by centrifugation and resuspended in aqueous solution of 10 mM
TMAOH, which acts as a stabilizer. CeO,NPs were kept at 4 °C until administration
to animals. The surface charge of the NPs was characterized in a Z-sizer (Malvern,
Worcestershire, UK), while the crystal size was characterized by high-resolution
(HR-TEM) in the Tecnai G2 F20 at 200 kV (FEI, Oregon, USA). The crystal structure
was analyzed by HR-TEM (Tecnai 200 kV) and XRD (Xpert Pannalytical, MA, USA),
and the light interaction by UV-VIS spectroscopy (Shimatzu, Kyoto, Japan). Size
distribution was computer analyzed by Image] (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

Induction of hepatic fibrosis in rats
See Supplementary material and methods.
Organ distribution of Ce in CCly-treated rats

Organs were collected from 24 CCl,-treated rats receiving CeO,NPs. Once 5 min
of CCl, inhalation was reached the animals received CeO,NPs (0.1 mg/kg bw)
twice weekly for two weeks and CCl, treatment was maintained thereafter. CeO,-
NPs were dispersed in saline solution and intravenously given as a bolus (500 ul)
through the tail vein. Animals were euthanized at day 1, 21, 42 and 56 after the
last administration of CeO,NPs and organs dissected and kept at —80 °C for fur-
ther analysis. Samples were diluted with an aqueous solution of HNO3 2% w/w
(Trace Metal Basis; Sigma-Aldrich) and analyzed for cerium concentration by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Agilent 7500; Agilent
Technologies, California, USA). The quantification is done by interpolation in a
standard curve obtained from a commercial 1000 ppm Ce standard (Sigma-
Aldrich).

Subcellular location of CeO,NPs in the liver of CCly-treated rats

Location of CeO,NPs was assessed using transmission electron microscopy (TEM).
Two rats were intravenously injected (500 pl) with CeO,NPs (0.1 mg/kg bw) or
vehicle (saline solution containing TMAOH ammonium salts 0.8 mM) twice a
week for 2 weeks starting at 8 weeks of fibrosis induction as described. The rats
were euthanized 90 min after the last administration and liver samples were
fixed in 2% paraformaldehyde and 2.5% gluteraldehyde for further ultrastructural

examination. Tissues were embedded in Spur’s resin and thin sections (50-
55 nm) were cut and placed on copper grids and then stained with uranyl acetate
and lead citrate. After staining, the sections were examined at low electron power
microscope to increase contrast in a JEOL-1010 TEM (JEOL, Tokyo, Japan) operated
at 80 kV and equipped with a BioScan camera (Gatan, CA, USA) and digital pho-
tomicrographs were taken.

Systemic and hepatic effects of CeO>NPs in CCly-treated rats

The hemodynamic and gene expression effects of CeO,NPs were assessed in CCly-
induced fibrosis rats receiving CeO,NPs (0.1 mg/kg.bw, n = 10) or vehicle (TMAOH
ammonium salts 0.8 mM, n = 15) as previously described. Following NPs admin-
istration the fibrosis induction protocol was maintained for 8 additional weeks.
Thereafter, animals were instrumented as described below and a blood sample
was obtained to measure standard liver and renal function tests in baseline con-
ditions. A hemodynamic study was performed to measure mean arterial pressure,
portal pressure (PP), heart rate and splanchnic perfusion pressure. The animals
were sacrificed by isofluorane overdose. Liver specimens were obtained from
each animal, immediately frozen in dry ice, and stored at —80 °C or fixed in
10% buffered formalin for further hematoxylin and eosin (H&E) and immunos-
taining analysis.

Additional materials and methods are provided in the Supplementary mate-
rial section.

Results
Characterization of CeO,NPs

HR-TEM analysis of CeO,NPs revealed that the particles had a
spherical morphology (Fig. 1A-C) and were predominantly in
the size range of 4-20 nm. See Supplementary Results.

Liver and spleen are major targets for CeO,NPs in CCly-treated rats

It is well known that after systemic distribution small inorganic
NPs accumulate in the liver and spleen [10]. This was confirmed
in our laboratory using MRI (Or6 et al., data not shown). NPs accu-
mulation in these tissues was apparent as early as 30 min follow-
ing intravenous injection. We further confirmed these findings by
analyzing tissue Ce accumulation by ICP-MS following intra-
venous CeO,NPs injection in fibrotic rats (Fig. 2A). We found that
90 min after the administration of NPs, 84% and 12% of the total
dose of Ce collected was accumulated in the liver and spleen,
respectively. Considerably less Ce accumulated in the lungs and
kidneys (2.25% and 0.63%, respectively), with very little in the
heart and brain (data not shown). Interestingly, Ce was detected
in these organs for over 8 weeks.

Subcellular localization of CeO,NPs

Under TEM, following CCl; administration, hepatocytes became
swollen and the mitochondria appeared as broken crests.
CeO,NPs 90 min after injection did not induce noticeable
alterations in cell morphology in comparison to CCl,-treated rats
receiving vehicle. CeO,NPs were present in the form of agglomer-
ates of different sizes in the intracellular space of the liver
parenchyma (Fig. 2B). CeO,NPs were also observed within intra-
cellular single-membrane organelles. From the ultrastructural
appearance, these organelles were identified as lysosomes.
NPs agglomerates had sizes of around 30 nm, although some
NPs agglomerates were considerably large (250-270 nm).
CeO,NPs were not observed in the other organelles of the
different liver cell types.
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Fig. 1. Characterization of CeO,NPs. (A) HR-TEM photomicrograph at low
(43,000x) magnification revealing loose CeO,NPs agglomerates; the average
diameter of these particles was 4-20nm. (B) High magnification image
(400,000x ) of individual 4 nm CeO,NPs with spherical shape. (C) (Left) HR-TEM
of single CeO,NP showing the spherical morphology; (middle) atomistic simu-
lation of CeO,NP with a characteristic fluorite-like electronic structure; (right)
FFT of the selected nanoparticle with indicated atomic planes. (D) X-ray
diffraction pattern of CeO,NP showing the characteristic peaks of the crystal.
The Miller indices demonstrate the high purity of the synthesized nanoparticles.

Histological examination of liver tissue

Liver biopsies obtained from CCl,-treated rats had a finely gran-
ulated surface macroscopically. Based on Sirius Red analysis, no
significant differences in hepatic collagen content were found
between CCls-treated rats receiving CeO,NPs or vehicle
(6.8 £0.23% vs. 6.1 £ 0.16%, respectively).

CCly-treated rats receiving vehicle also showed single large fat
droplets or smaller well defined intracytoplasmic droplets dis-
placing the nucleus. Hepatocytes with microvesicular steatosis
were also observed, in these cases the cytoplasm was filled with
tiny lipid droplets, with the nucleus remaining central. In addi-
tion, a pronounced inflammatory cell infiltrate was also observed.
All these alterations, consistent with a well defined histological
pattern of non-alcoholic steatohepatitis (NASH), were markedly
less pronounced in CCl,-treated rats receiving CeO,NPs. Actually,
the morphometric measurement of fat revealed an almost 50%
reduction of total steatosis in fibrotic rats receiving CeO,NPs than
those receiving vehicle (Fig. 3A).
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Fig. 2. Liver and spleen are major targets for nanoparticles in CCl,-treated
rats. (A) Biodistribution of cerium in tissues of CCl-treated rats receiving CeO,-
NPs. Major organs were collected 90 min, 3, 6 and 8 weeks after last CeO,NPs
administration and were evaluated for cerium concentration using ICP-MS.
Results are given as means + SE. (B) TEM of liver tissue obtained from a CCly-
treated rat receiving vehicle and a CCl,-treated rat receiving CeO,NPs. Hepatocyte
intracellular space containing mitochondria (M), organelles, fat droplets (asterisk)
glycogen inclusions (arrow head) and aggregates of CeO,NPs (arrows). Some
aggregates of CeO,NPs uptaken by lysosomes can also be observed (large arrow).

CeO,NPs decrease portal pressure and the circulating levels of liver
injury biomarkers in CCly-treated rats

As anticipated, CCl4-treated rats showed significant alterations of
splanchnic hemodynamics and serum markers of liver function in
comparison to the group of healthy rats (Table 1). The biochem-
ical analysis revealed decreased albumin and total protein levels
and high levels of total bilirubin and increased activity of markers
of liver injury such as aspartate transaminase (AST) and gamma-
glutamyl transferase, being these alterations associated with
remarkable portal hypertension. Besides, in fibrotic rats receiving
CeO,NPs alanine transaminase (ALT), AST and PP were signifi-
cantly lower compared with those receiving vehicle.

Effect of CeO,NPs on a-SMA expression and infiltrating cells in CCly-
treated rats

o-SMA expression was detected as linear staining in the portal
tracts and fibrous septa of CCl,-trated rats. However, the percent-
age of a-SMA was significantly reduced in rats receiving CeO,NPs
as compared to fibrotic animals receiving vehicle (Fig. 3B). In
addition, it is known that hepatic stellate cells (HSCs) also
produce a host of chemokines that amplify infiltration by
inflammatory cells [2]. To assess the density of infiltrating
macrophages/monocytes in the liver tissue, CD68-positive cells
were quantified. As anticipated, the amount of infiltrated cells
was significantly higher in CCly-treated rats in comparison to
control animals. However, CeO,NPs administration was associ-
ated with a significant reduction in the number of CD68-
positive cells (Fig. 3C).
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Fig. 3. Effect of CeO,NPs on hepatic steatosis (A), fibrogenic (B) and infiltrat-
ing cells (C). (A) H&E staining of representative liver sections obtained from CCly-
treated rats receiving vehicle or CeO,NPs. Original magnification, 100x. Bars on
the right show the quantitative measurement of relative fat content in all the
animals. (B) o-SMA staining in hepatic tissue of CCls-treated rats receiving vehicle
or CeO,NPs. Original magnification, 100x. The quantitative measurement in all
animals is shown at the right of the figure. (C) CD-68 staining of a representative
liver section obtained from a fibrotic rat receiving vehicle or CeO,NPs. Original
magnification, 200 x. The quantitative measurement in all animals is shown at the
right of the figure.

Table 1. Body weight, systemic hemodynamics and standard liver and renal
function test results in control and CCl,;-treated rats.

CCl,-rats

Control Vehicle CeO, NPs (n

(n=6) (n=15) =10)
Body wt (g) 425 + 14 418+ 13 427 £ 17
Mean arterial pressure 1211 116 £ 2 118+ 3
(mmHg)
Heart rate (beats/min) 375+ 24 366 +7 398 + 12
Portal pressure (mmHg) 56+0.2 9.9+ 04" 8.2+ 0.4
Splanchnic perfusion pressure 117 + 2 106 + 2* 110+3

(mmHg)

Alanine transaminase (U/L) 81.5+7.2 1008 +243* 304 + 40t
Aspartate transaminase (U/L) 273 +22 566 + 81* 356 + 471
Total bilirubin (mg/dl) <0.12 0.28 £0.13* 0.12+0.04
Total proteins (g/L) 628+13 541+27° 50.6+1*
Albumin (g/L) 38.7+05 31.5+0.8"* 31.2+0.7*
GGT (U/L) 0.13+0.1 355+12* 28z%14
Serum creatinine (mg/dl) 0.50+£0.02 0.51+0.06 0.54+0.04
Serum Na (mEg/L) 142.7+0.7 140.8+0.7 140.2+0.9

Serum potassium (mEg/L) 599+0.14 5.16+0.26* 4.58+0.21*"

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 compared with control group; p <0.05, ’p <0.01
compared with vehicle group (one-way ANOVA with the Newman-Keuls post hoc
test and the Kruskal-Wallis test with the Dunn post hoc test when appropriate).

Effect of CeO,NPs on activated caspase-3 and apoptosis in CCly-
treated rats

Human studies have shown a high rate of hepatocyte apoptosis in
NASH patients, with the magnitude of apoptosis correlating with
hepatic inflammation [11]. To explore whether CeO,NPs treat-
ment may also modify apoptosis, we performed TUNEL assays.
Hepatic sections showed TUNEL-positive cells localized to the
margin of the fibrous septa and parenchyma (Fig. 4A, left). How-
ever, the number of TUNEL-positive cells significantly decreased
in animals receiving CeO,NPs compared with the vehicle group
(Fig. 4A, right). Finally, we measured the amount of active
caspase-3, another marker of apoptosis. As shown in Fig. 4B,
the amount of activated caspase-3 was significantly higher in
fibrotic rats than in controls. Interestingly, CeO,NPs significantly
reduced activated caspase-3 expression in the hepatic tissue of
fibrotic rats. These findings indicate that CeO,NPs reduce both
cell infiltration and apoptotic phenomena in the liver of CCly-
treated fibrotic rats.

Reduced overexpression of inflammatory genes in CCly-treated rats
receiving CeO,NPs

Table 2 shows that marked differences were found between con-
trol and CCly-treated rats. As anticipated, genes involved in
inflammatory processes or vasoactive activity were significantly
upregulated in fibrotic animals. Of note, is that CeO,NPs admin-
istration was accompanied by an acute diminution in messenger
overexpression of most genes related to inflammation including,
IL-1B, TNF-o, iNOS and COX-2. In addition, CeO,NPs administra-
tion was also associated with decreased expression of the power-
ful vasoconstrictor, endothelin-1 (ET-1), produced by endothelial
cells and HSCs involved in portal hypertension. CeO,NPs treat-
ment also rescued messenger expression of PPARy. Finally, CeO,-
NPs significantly reduced hepatic macrophages M1 abundance
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Fig. 4. Effect of CeO,NPs on apoptosis in CCl;-treated rats. (A) Representative
TUNEL assay in hepatic tissue of fibrotic rats receiving vehicle (CCl4 + vehicle) or
treated with CeO,NPs (CCly + CeO,NPs). Original magnification, 200x. Bars on the
right show the measurement of TUNEL-positive cells in all animals. (B) Western
blot for activated caspase-3 on liver tissue of control rats (CT), fibrotic rats
receiving vehicle or treated with CeO,NPs. Bars at the right show the densito-
metric analysis of all the samples normalized to GAPDH. Results are given as
means +SE; a, p<0.001; b, p<0.001 vs. control; **p<0.01; **p<0.001 vs.
CCly4 + Vehicle.
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Table 2. CeO,NPs reduce inflammatory gene overexpression in CCls-treated
rats. Messenger expression of inflammatory, macrophage phenotype, cell
growth and vasoactive genes in the liver of control and CCl,-treated rats.

CCl,-rats

Control (n = 10) Vehicle (n=15) CeO,NPs (n =10)
Inflammation
IL1B 1.02 +0.08 61.6 £ 10.52*** 33.71 4.7
IL6 1.29 £ 0.32 1174 + 246*** 647 + 133*
IL10 1.09 £ 0.15 91.5+21.1** 54.4 +11.1**
TNFa 1.06 £ 0.12 60.4 + 11.4*** 19.7 £ 511t
iINOS 1.04 £0.12 1139 + 287** 141 + 561t
COX-2 1.14 £0.17 121.2 £ 28.3*** 31.1+5.11
Macrophage phenotype
MRC2 1.06 + 0.13 10.9 £ 2.17*** 6.49 + 1.29*
CD163 1.01 £ 0.05 1.09 £ 0.1 0.85+ 0.17
Arg1 1.03 £ 0.08 1.33+0.16 1.78 £ 0.23*
Cell growth and differentiation
VEGF 1.02 £ 0.07 0.75+ 0.07 0.87 + 0.09
Apelin 1.15+0.24 1.6 +£0.26 1.13+£0.26
PPARy 1.04 + 0.11 0.63 £ 0.07* 1.19 + 0.191t
Vasoactive activity
ET-1 1.05 + 0.11 14.8 + 2.85*** 6.91 + 1.98"
eNOS 1.04 £ 0.09 1.56 £ 0.14 147 £0.24
COX-1 1.06 £ 0.15 2.77 £ 0.38** 2.72 + 0.55*

Fold over HPRT. IL1B, interleukin 1 B; IL6, interleukin 6; IL10, interleukin 10;
TNFo, tumor necrosis factor o; iNOS, inducible nitric oxide synthase; COX-2,
cyclooxygenase type 2; MRC2, mannose receptor C type 2; CD163, cluster of
differentiation 163; Argl, arginase 1; VEGF, vascular endothelial growth factor;
PPARY, peroxisome activated receptor y; ET-1, endothelin 1; eNOS, endothelial
nitric oxide synthase; COX-1, cycloxygenase type 1.

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 compared with control group; p <0.05, 'p <0.01
compared with vehicle group (one-way ANOVA with the Newman-Keuls post hoc
test and the Kruskal-Wallis test with the Dunn post hoc test when appropriate).

(pro-inflammatory function; genes TNF-o and iNOS) but did not
modify M2 marker expression (macrophages with immunoregu-
latory function; genes CD163, Argl and MRC2). Most changes
observed at assessing mRNA expression were paralleled by qual-
itatively similar modifications at the level of protein expression
(Fig. 5). These results indicate that CCly-treated rats display
steatosis and liver injury which is associated with a predominant
M1 response that is markedly attenuated by CeO,NPs administra-
tion (Table 2).

Effect of CeO,NPs on oxidative and ER stress-associated gene
expression

A quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was performed to assess
whether CeO,NPs modulate hepatic oxidative or ER stress. Total
RNA obtained from liver tissue of CCly-treated rats receiving
CeO,NPs or vehicle was analyzed using a commercially available
PCR array that includes 86 representative genes from several bio-
logical pathways involved in oxidative as well as ER stress. Of the
86 genes assessed in this array, 25 genes demonstrated at least a
2.5-fold difference between CCl,-treated rats receiving vehicle
and control animals as shown in Table 3, 14 genes were upregu-
lated by a >2.5-fold change while 11 appeared to be downregu-
lated in the liver of CCls-treated rats. However, statistical
differences were only reached in 9 upregulated and 10 downreg-
ulated genes, respectively. Interestingly, a significant gene
expression inhibitory effect of CeO,NPs was seen in oxidative
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Fig. 5. Effect of CeO,NPs on liver concentration of irET and hepatic inflam-
mation in CCls-treated rats. (A) Tissue irET-1 concentration in the liver of
fibrotic rats receiving vehicle (CCly + vehicle) or treated with CeO,NPs (CCly +
CeO,NPs). irET-1 was measured in the supernatant by radioimmunoassay. (B)
Representative Western blot for IL-18, TNFa, COX-2 and iNOS in liver tissue of
control rats (CT), fibrotic rats receiving vehicle (CCl, + vehicle) and fibrotic rats
treated with CeO,NPs (CCl, + CeO,NPs). Fifty micrograms of protein was loaded
per lane. (C) Bars at the bottom show the densitometric analysis of all the samples
normalized to GAPDH. Results are given as means * SE; a, p <0.05; b, p <0.01 vs.
control; *p <0.05 vs. CCl, + vehicle.

stress responsive (Epx), superoxide metabolism (Ncfl and Ncf2)
and ER stress (Atf3 and Hspa5) genes.

CeO,NPs reduce ROS levels in HepG2 cells

To investigate the ROS scavenging effects of CeO,NPs in human
hepatocytes, HepG2 cells were treated with H,0, for 60 min in
the presence of CeO,NPs or vehicle. Supplementary Fig. 1A shows
the result of extracellular ROS levels as determined by fluores-
cence spectrophotometry using the oxidant-sensitive dye 2',7'-
DCF-DA. Higher ROS levels were detected in the supernatant of
HepG2 cells after treatment with H,0,. However, when the cells
were treated with H,05 in the presence of CeO,NPs the induction
of ROS formation was significantly inhibited. We also analyzed
the intracellular level of ROS by fluorescence microscopy in
HepG2 cells. Supplementary Fig. 1B shows representative
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Table 3. Messenger expression of genes involved in reactive oxygen species
metabolism in the liver of control and CCl,-treated rats.

CCl,-rats
Genes Vehicle (n = 5) CeO,NPs (n = 6)
Antioxidants
Gpx1 -2.58* -2.00**
Gpx2 1.36 3.02
Gpx3 4.66*** 5.85*
Cat -3.93*** -3.15%**
Epx -3.14* -1.42t
Mpo -4.17 -4.77
Serpinb1b 4.24 3.85*
Vim 19.0 14.7*
Sod3 -2.52* -3.27***
Srxn1 3.84 2.45**
Reactive oxygen species (ROS) metabolism
Cyba 2.63* 2.32*
Ncf1 5.21** 3.40**t
Ncf2 6.43** 3.57*
Nox4 -11.87* -1
Noxa1 -28.0*** -35.2%**
Fmo2 2.83* 3.55%*
Apoe -2.91* -2.46***
Gclm -2.71% -2.39*
Hmox1 5.16*** 4.80
Prnp 3.38 3.03**
Idh1 -2.75*** -2.16**
Nfe2i2 -1.80** -2.62%**t
Oxygen transporters
Cygb 3.51* 3.48*
ER stress
Atf3 52.0* 19.8**1
Hspab 2.64* 1.37F

Gpx1, glutathione peroxidase 1; Gpx2, glutathione peroxidase 2; Gpx3, glu-
tathione peroxidase 3; Cat, catalase; Epx, eosinophil peroxidase; Mpo,
myeloperoxidase; Serpinb1b, serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B,
member 1b; Vim, vimentin; Sod3, superoxide dismutase 3; Srxn1, sulfiredoxin 1
homolog; Cyba, cytochrome b-245, alpha polypeptide; Ncf1, neutrophil cytosolic
factor 1; Ncf2, neutrophil cytosolic factor 2; Nox4, NADPH oxidase 4; Noxal,
NADPH oxidase activator; Fmo2, flavin containing monooxygenase 2; Apoe,
apolipoprotein E; Gclm, glutamate cysteine ligase, modifier subunit; Hmoxl1,
heme oxygenase (decycling) 1; Prnp, prion protein; Idh1, isocitrate dehydroge-
nase 1 (NADP+), soluble; Nfe212, nuclear factor, erythroid derived 2, like 2; Cygb,
cytoglobin; Atf3, activating transcription factor 3; Hspa5, heat shock 70 kDa
protein 5.

*p <0.05, **p<0.01, **p<0.001 vs. control rats; 'p<0.05 vs. CCly-treated rats
receiving vehicle (unpaired Student’s t test).

microphotographs obtained after treating the cells with H,0, in
the presence of CeO,NPs or vehicle. The intensity of DCF fluores-
cence in HepG2 cells treated with CeO,NPs was much weaker
than that observed in cells incubated with H,0, alone.

Discussion

Ce0, is considered a chemically inert ceramic where its fluorite-
like structure confers a useful capacity to be easily reduced from
Ce** to Ce" and back, followed by the capture or release of oxy-
gen [12]. The capacity of nanoceria to modify its oxidation state
depending on the surrounding environment and, consequently,

its ability to participate in redox reactions makes it appealing
in biomedicine [12,13]. As previously mentioned, the heightened
levels of ROS can significantly damage cellular integrity by induc-
ing chronic inflammation, lipid peroxidation, DNA damage, dam-
age of oxidation sensitive proteins, or even trigger cell death by a
metabolic flux disruption [14]. Therefore, the oxygen storage
capacity of CeO,NPs becomes highly useful to remove free radi-
cals as soon as they are generated in situations of ROS disbalance
[15].

Indeed different in vitro studies have demonstrated that CeO,-
NPs act as potent antioxidants and protect the cells from several
forms of lethal stress [16]. Other studies have demonstrated that
CeO,NPs are able to confer protection to neuronal [7] and ocular
[17] tissue and prevent damage produced by high energy radia-
tion. It has also been shown that the administration of CeO,NPs
protects the heart from oxidative and inflammatory lesions
induced by the specific cardiac expression of MCP-1 [18]. Lastly,
it has been proposed that CeO,NPs may act the same as superox-
ide dismutase (SOD), an endogenous enzyme of cellular defense
against free radicals [15].

The current investigation, therefore considered the possibility
that CeO,NPs possess hepatoprotective activity in vivo against
cellular damage thanks to their unique dual effects, highly speci-
fic local delivery (the CeO,NPs passively accumulate in the liver)
and their ability to uptake and degrade free radicals. Accordingly,
we investigated the organ distribution, subcellular localization,
metabolic fate and systemic and hepatic effects of intravenously
given CeO,NPs in chronically CCl,-treated rats.

A major issue concerning the use of CeO,NPs as a therapeutic
agent could be a potential local and systemic toxicity. In fact,
there are previous reports suggesting that administered CeO,NPs
may induce pathological hepatic alterations including, increased
serum transaminases [19,20]. None of these effects were
observed in the current investigation. On the contrary, CCls-
treated rats receiving CeO,NPs showed clearer histological and
biochemical signs of improved hepatic function than CCly-
treated rats receiving vehicle. It should be noted, however, that
most of the previous investigations were performed to assess
whether occupational exposures could induce harmful conse-
quences and accordingly, the doses given to the animals were
between 10 and 1000 times higher than those used in the current
investigation [19,20].

The time-course study of CeO,NPs bioaccumulation in the dif-
ferent organs of rodents has been previously assessed in several
studies using single large amounts of different sized CeO,NPs
[20,21]. In the current study we extended these investigations
to chronically treated CCl-rats since, in addition to having alter-
ations in the liver architecture, these animals also develop a
marked hepato-splachnic circulatory dysfunction, both being
known factors that can theoretically modify the organ distribu-
tion and metabolic excretion of CeO,NPs. Our results indicate
that spleen and liver showed the most avid uptake and retention
of CeO,NPs, with trace amounts in the lung and kidney and vir-
tually none in the brain. Our data also show CeO,NPs to remain
deposited in the liver and spleen for a period of at least 8 weeks.
A gradual clearance of ceria (nearly all eliminated in feces),
together with the preferential deposition in liver and spleen, is
consistent with previous studies in healthy animals and points
to CeO,NPs as a potentially effective and manageable therapeutic
tool for chronic liver diseases. In fact, this property suggests that
CeO,NPs may exert their effects for more than several weeks
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making repeated administration over long periods of treatment
unnecessary.

Our results show that in addition to decreasing hepatic fat
droplet deposition and ameliorating portal hypertension, rats
receiving CeO,NPs also showed systemic signs of attenuated liver
inflammation, as indicated by decreased serum AST and ALT
enzymes, reduced inflammatory infiltrate and diminished apop-
tosis. All these changes were framed by reduced expression of
genes related to pro-inflammatory cytokines, cell differentiation
and vasoactive mediators. There are a number of potential mech-
anisms mediating the anti-inflammatory effects of CeO,NPs in
fibrotic rats, which are likely related to their ability to reduce
ROS under circumstances of oxidative stress for long periods of
time following administration. Indeed, several experimental evi-
dences indicate that CeO,NPs behave as an antioxidant interfer-
ing with the pro-inflammatory signaling activation occurring in
the chronically injured liver. In this regard, the beneficial effects
on portal hypertension induced by antioxidants such as vitamin C
and SOD have been previously shown in human cirrhotic [22] and
CCly-treated rats with portal hypertension [23]. However, these
natural compounds are quickly oxidized (metabolized) whereas
CeO;,NPs act as catalysts that do work without being consumed.
This is why CeO,NPs are expected to perform superiorly to com-
pounds such as vitamin C and SOD. This is the novel concept of
using CeO,NPs, as a permanent vitamin C or SOD like effector.

CCl,-treated rats receiving CeO,NPs clearly differentiate those
receiving vehicle in two main pathological manifestations, i.e., a
marked diminution in liver fat accumulation and a less portal
hypertension. Hepatic fat accumulation, results from the
increased synthesis of triglycerides within the hepatocytes [24].
Regardless of the origin of the accumulation of intracellular lipids
in the liver, increased free fatty acid load overwhelms the B-
oxidation normally occurring in the mitochondria thus increasing
the demand on the endoplasmic reticulum (ER). ER dysfunction
leads to the production of ROS provoking oxidative stress and
activation of the inflammatory pathway. Moreover, increased
oxidative stress is also associated with hepatocellular apoptosis
in rats with high fat diet-induced NASH, a phenomenon that
seems to be mediated by JNK activation and imbalance between
pro- and anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family [11]. In this
scenario the observed reduction in Ncfl, Ncf2, Atf3 and Hspa5
gene expression induced by the administration of CeO,NPs to
CCly-treated rats is of particular interest. Ncfl and Ncf2 genes
encode for two subunits of NADPH oxidase, a multicomponent
enzyme exploited by cells to produce superoxide anions. Atf3
and Hspa5, on the other hand, are ROS-mediated ER stress mole-
cules. Atf3 is a member of the activation transcription factor
(ATF)/cAMP responsive element binding (CREB) family of tran-
scription factors, whereas Hspa5 encode for a member of the heat
shock protein 70 family and is involved in the folding and assem-
bly of proteins in the ER. These data indicate that CeO,NPs
administration inhibits oxidative and ROS-mediated ER stress
during CCly-induced liver injury. Furthermore, the intense reduc-
tion in TNFa, IL-1, iNOS and COX-2 expression in the liver of the
CeO,NPs animals would be in line with the concept that the ben-
eficial effects of these nanoparticles would be secondary to their
marked antioxidant effects. The recovery of PPARy expression
will also support this concept since it is known that the decrease
in expression of PPARY enables the quiescent adipocytes to be
activated and fully differentiated into HSC [25], and that it is also
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required to prevent inflammation and to maintain lipid and glu-
cose homeostasis [26].

Portal blood flow and intrahepatic vascular resistance are the
main factors determining PP. Unfortunately direct measurement
of portal venous inflow or mesenteric vascular resistance was
not performed in the current investigation thus precluding any
definitive conclusion regarding the contributory role of this factor
in the diminution of portal hypertension induced by the admin-
istration of CeO,NPs. Concerning intrahepatic vascular resistance,
some indirect evidence suggest that it can be modulated by CeO,-
NP since we observed less presence of activated HSC, as reflected
by the significant reduction in hepatic a-SMA staining and sub-
stantial inhibition of ET-1 which has been reported to display
intrahepatic constrictor activity [27].

In summary the results of the present investigation demon-
strate that administration of CeO,NPs to rats under a non-
discontinued fibrosis induction protocol significantly reduces
steatosis, PP, the degree of activation of hepatic pro-
inflammatory cytokines and also attenuates the intensity of the
inflammatory response. Altogether, these results suggest that
CeO,NPs could be of therapeutic value in liver diseases.
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Supplementary material and methods

Induction of hepatic fibrosis in rats: Studies were performed in 67
male adult Wistar rats (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, France). Rats with
hepatic fibrosis (n=51) and control rats (n=16) were fed ad libitum with standard
chow and water containing phenobarbital (0.3 g/l) as drinking fluid. Fibrosis was
induced by CCls inhalation as described previously [Supplementary reference
1]. Briefly, animals were exposed to a CCls vapor atmosphere twice a week,
starting at 0.5 minutes per exposure. The duration of the exposure was
increased by 1 minute after every three sessions until it reached 5 minutes,
which was used until the end of the investigation. Control rats were studied

following a similar period of phenobarbital administration.

Hemodynamic studies: Rats were anesthetized with Inactin® (50 mg-kg
bw; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and prepared with PE-50 polyvinyl
catheters in the left femoral artery and vein for blood pressure recording and
blood sampling, respectively. A midline abdominal incision (2 cm) was made
and the portal vein cannulated through an ileocolic vein with a PE-50 catheter to
measure portal pressure. After verifying the achievement of free blood reflux,
the catheter was fixed to the mesentery with cyanoacrylate glue. Hemodynamic
parameters were allowed to equilibrate for 30 min, and MAP, PP and HR values
were recorded. SPP was defined as MAP-PP.

Morphometric measurement of steatosis and fibrosis quantification:
Liver sections (4 um) were stained with H&E and digital images were acquired
at 100x magnification with a microscope (Eclipse E600; Nikon, Tokyo, Japan)
and digital camera (RT-Slider Spot; Diagnostic Instruments, Sterling Heights,

MI, USA). Results were analyzed using imaging software (ImageJ, National



Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The settings of the digital camera,
microscope and software were kept the same for all the cases. Ten digital
images were taken for each slide. Image segmentation was made by manually
selecting a few distinct fat droplets which served as reference. For each object
two basic parameters were measured: area and roundness. Roundness (R)
was calculated by the formula (4 x T x area/perimeter?), which is equal to 1 for
perfectly round objects and decreases toward O for more irregular objects.
Filters were set to exclude exceedingly large objects (~3800 um?) and objects
with exceedingly low roundness (R<0.35), which typically represented optically
clear artifacts (cracks) or sinusoidal and vascular spaces, instead of true fat
droplets. Objects identified were manually inspected to ensure quality. Fat
content was calculated as the percentage of total surface area occupied by fat

droplets.

Fibrosis measurement was performed using 0.1% Sirius red F3B (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in saturated picric acid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). The relative fibrosis area (expressed as a percentage of total liver
area) was assessed by analyzing 32 fields of Sirius red-stained liver sections
per animal. Each field was acquired as described above and the results were
analyzed using imaging software (ImageJ, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). To evaluate the relative fibrosis area, the collagen area
measured was divided by the net field area and then multiplied by 100.
Subtraction of the vascular luminal area from the total field area yielded the final
calculation of the net fibrosis area. The amount of fibrosis measured in each

animal was analyzed, and the average value was presented as a percentage.



Immunodetection of CD68 and a-SMA: Liver sections from fibrotic rats
underwent microwave antigen retrieval to unmask antigens hidden by cross-
linkage occurring during tissue fixation. Endogenous peroxidase activity was
blocked by hydrogen peroxide pretreatment for 10 min and with 5% goat serum
for 45 min. The sections were then stained with mouse anti-CD68 (1:150; AbD
Serotec, Oxford, UK) or with mouse anti-a-smooth muscle actin (SMA) (1:1200;
Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark) and incubated for 1.5 and 1 h,
respectively, at room temperature. The LSAB 2 System-HRP (Dako Denmark
A/S) was used for antigen detection, and antigen visualization was achieved
with streptavidin peroxidase and counterstained with hematoxylin. As negative
controls, immunostaining was performed without the first antibody.
Macrophages (CD68-positive cells) in the middle and margin of the septa were
assessed by counting 20 random fields per each section. The mean cell count
for each sample was calculated. The area of a-SMA-positive staining was
visualized using a digital microscope (Eclipse E600; Nikon, Tokyo, Japan) in 16
random fields per animal. The percentage of immunostained/field areas of

digital photomicrographs was then quantified.

Hepatic messenger expression of inflammatory, macrophage
phenotype, cell growth and differentiation and vasoactive genes in fibrotic
rats: Total RNA was extracted from the middle liver lobe of control and fibrotic
rats using a commercially available kit (RNAeasy; QIAGEN, Hilden, Germany).
The RNA concentration was determined by spectrophotometric analysis (ND-
100 spectrophotometer; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). One
microgram of total RNA was reverse-transcribed using a cDNA synthesis kit

(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems, Foster



City, CA, USA). Specific primers and probes used for the different genes
studied were designed to include intron spanning using the Universal
ProbeLibrary Assay Design Center through ProbeFinder version 2.5 software
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA,;
http://lifescience.roche.com/shop/en/mx/overviews/brand/universal-probe-

library). A panel of selected genes dealing with inflammation, macrophage
phenotype, cell growth and differentiation and vasoactive actitivity was
analyzed. The inflammation panel included the following: interleukin 1 beta (IL-
18) (probe 76: left 5-CAGGAAGGCAGTGTCACTCA-3° and right &5'-
TCCCACGAGTCACAGAGGA-3’), interleukin 6 (IL-6) (probe 20: left 5'-
CCCTTCAGGAACAGCTATGAA-3’ and right 5-
ACAACATCAGTCCCAAGAAGG-3’), interleukin 10 (IL-10) (probe 125: left 5'-
AGTGGAGCAGGTGAAGAATGA-3 and right 5-
TCATGGCCTTGTAGACACCTT-3’), tumor necrosis factor (TNF) (probe 68: left
5-CGTAGCCCACGTCGTAGC-3' and right 5-GGTTGTCTTTGAGATCCATGC-
3’), inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) (probe 95: left 5'-
AAAATGGTTTCCCCCAGTTC-3' and right 5-CAGCTTGTCCAGGGATTCTG-
3), cyclooxygenase 1 (COX-1) (probe 78: left 5-
CCACTCGCCTCATCCTTAGA-3’ and right 5-GGAGCTCCGGGTCAAACT-3’)
and cyclooxygenase 2 (COX-2) (probe 125: left 5-
GATGCTATCTTTGGGGAGACC-3' and right 5-
CCATAAGGCCTTTCAAGGAGA-3’). The macrophage phenotype panel
included: Mannose Receptor C type 2 (MRC2) (probe 20: left 5'-
AAAAACCCAACGCCACAG-3’ and right 5-GGTCACACTCCACCTTGACA-3),

Cluster Differentiation 163 (CD163) (probe 73: left 5-



ATGGGGAAGGCACAACTG-3 and right 5-TCAGATCCGCTCCGTCTAA-3),
and Arginase 1 (Arg1) (probe 66: left 5-TGGGAAAAGCCAATGAACA-3’ and
right 5-TGCTTCCAATTGCCATACTG-3’). The cell growth and differentiation
panel included: Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) (probe 66: left
5-CCTGTGTGCCCCTAATGC-3’ and right 5-AGGTTTGATCCGCATGATCT-
3’), Apelin (probe 16: left 5- CTCTGGCTCTCCTTGACTGC-3’ and right 5'-
GCCTTCTTCTAGCCCTTTCC-3’), and Peroxisome Activated Receptor y
(PPARYy) (probe 125: left 5-CCCAATGGTTGCTGATTACA-3 and right 5'-
GGACGCAGGCTCTACTTTGA-3) and the vasoactive activity panel included:
Endothelin 1 (ET-1) (probe 22: left 5-CAAGCTGGGAAAGAAGTGTATCTA-3
and right 5-GTTGCTGATGGCCTCCAA-3’) and endothelial Nitric Oxide

Synthase (eNOS) (probe 76: left 5-CTAGACACCCGGACAACCTC-3’ and right

5-GGTGGTCCACAATGGTCACT-3). Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT) (probe 95: left 5-
GACCGGTTCTGTCATGTCG-3’ and right 5'-

ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC-3’) was used as the reference gene.
Primers were designed according to rat sequences (GenBank codes
NM_031512.2, NM_012589.1, NM_012854, NM_012675.3, NM_012611.3,
NM_017043.3, NM_017232.3, NM_001024687.1, NM_001107887.1,
NM_017134.2, NM_031836.1, NM_031612.2, NM_013124.3, NM_012548.2,
NM_021838.2 and NM_012583.2, respectively). Real-time quantitative
polymerase chain reaction was analyzed in duplicate and performed with the
LightCycler 480 (Roche Diagnostics). A 10-ul total volume reaction of diluted
1:8 cDNA, 200 nM primer dilution, 100 nM prevalidated 9-mer probe (Universal

ProbeLibrary) and FastStart TagMan Probe Master (Roche Diagnostics) were



used in each PCR. A fluorescence signal was captured during each of the 45
cycles (denaturizing for 10 s at 95°C, annealing for 20 s at 60°C, and extension
for 1 s at 72°C). Water was used as a negative control. Relative quantification
was calculated using the comparative threshold cycle (Ct), which is inversely
related to the abundance of mMRNA transcripts in the initial sample. The mean
Cr of duplicate measurements was used to calculate AC+ as the difference in
Cr for target and reference. The relative quantity of product was expressed as
fold induction of the target gene compared with the reference gene according to
the formula 222CT where AACT represents ACt values normalized with the

mean ACr of control samples.

Oxidative stress gene expression PCR array in liver of CCls-treated
rats: Liver samples were obtained from 4 control rats, 6 CCls-treated rats
receiving vehicle and 6 CCls-treated rats CeO2NPs to assess changes in
oxidative stress pathways in the hepatic transcriptome of CCls-treated rats.
Total RNA was extracted using a RNA extraction column kit (RNAeasy, Qiagen,
Venlo, The Netherlands). To remove residual DNA, RNA preparations were
treated with RNase-Free DNAse set (Qiagen). First-strand cDNA was
synthesized from 500 ng total RNA using an RT2 first-strand kit (Qiagen) and
PCR arrays were performed according to the manufacturer's protocols
(SABiosciences, Frederick, MD). Real-time PCR array was performed using the
rat Oxidative Stress RT2 Profiler™ PCR array, (SABiosciences) according to
the manufacturer's protocol. This PCR array combines the quantitative
performance of SYBR Green-based real-time PCR with the multiple gene
profiling capabilities of microarray to profile the expression of 86 key genes

involved in oxidative stress. PCR array plates were processed in a Light Cycler



480 (Roche Diagnostics) using automated baseline and threshold cycle
detection. Gene expression was normalized to internal controls to determine the
fold change in gene expression between test and control samples. The relative
quantity of product was expressed as fold-induction of the target gene
compared with the reference gene according to the formula 2-AACT. Data were
interpreted using the SABiosciences’ web-based PCR array data analysis tool.
Statistical significance was obtained after performing a Student’s t test analysis
compared to control to control samples.

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).

Western blot analysis of activated caspase-3, IL-1B, iINOS, COX-2
and TNFa: Hepatic tissue from control, treated and non-treated rats was
individually homogenized as described previously [Supplementary reference 2].
To detect activated caspase-3, IL-13, iINOS, COX-2 and TNFa 50-80 ug of total
denatured proteins were loaded on a 7.5% (iINOS), 10% (COX-2), 12%
(caspase-3 and IL-1B) and 15% (TNFa) SDS-polyacrylamide gel (Mini-
PROTEAN lll; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Gels were
transferred for 2 h to nitrocellulose membranes of 0.2 ym (caspase-3, IL-13 and
TNFa) or 0.45 ym (iNOS and COX-2) and blocked with 5% nonfat milk (IL-1,
INOS and COX-2), 5% bovine serum albumin (TNFa) or 1% bovine serum
albumin (caspase-3) in TTBS buffer at room temperature for 2 h. All
membranes were stained with Ponceau S red as a control for protein loading
and were then incubated at 4°C with rabbit polyclonal anti-activated caspase-3
(2:300 dilution; Abcam, Cambridge, UK), anti-IL1B (1:500 dilution; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-INOS (1:1000 dilution; BD

Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA), anti-COX2 (1:100


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

dilution; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), anti-TNFa (1:500 dilution;
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) for 48h (caspase-3) or 24h (IL-
1B, INOS, COX-2 and TNFa). Membranes were incubated with a donkey anti-
rabbit horseradish peroxidase-conjugated (HRP) secondary antibody (1:2000;
Amersham Biosciences, GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). The bands
were visualized by chemiluminescence (Luminata Forte Western HRP
substrate; EMD Millipore, Billerica, MA, USA).

Quantification of apoptosis in hepatic tissue: To determine the
degree of hepatic apoptosis we used the terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick-end labeling (TUNEL) assay to detect cell death using the
fluorescein-FrageEL DNA fragmentation detection kit (In Situ Cell Death
Detection Kit, TMR red, Roche) according to the manufacturer's protocol. A
semiquantitative scoring method was used to quantify and compare the rates of
cell death between the two groups. For each sample, the number of TUNEL-
positive cells was counted per 200x high-power field. At least eight
representative fields were evaluated for each experimental group, from which

an average value was calculated.

Hepatic levels of ET-1: The hepatic tissue concentration of irET was
measured in 15 CCls-treated rats receiving vehicle and 10 CCls-treated rats
receiving CeO2NPs. Samples of about 400 mg were individually homogenized
in 1 mol/L acetic acid (1:3 wt/vol) and centrifuged at 15000 g for 10 minutes at
4°C. Supernatants were frozen at -20°C until analyzing the concentrations of

irET and proteins.

ET was measured by radioimmunoassay (Nichols Institute Diagnostics

B.V., Witjchen, The Netherlands) after ET extraction on Sep-Pak C18 cartridges
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(Waters Associated, Mildford, MA, USA) as previously described
[Supplementary reference 3]. Supernatants (0.5 mL) were acidified with 4%
acetic acid (4.5 mL) and applied to cartridges preactivated with methanol,
distilled water, and 4% acetic acid. The cartridges were then washed with
distilled water and 25% ethanol, and irET was eluted twice with 1 mL 4% acetic
acid in 86% ethanol. The eluted ET was then concentrated to dryness (Speed
Vac Concentrator; Savant Instruments Inc, Farmingdale, NY, USA) and

reconstituted for radioimmunoassay.

Culture of HepG2 cells: HepG2 cells were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). This immortalized, stable
cell line can be repeatedly frozen, thawed and propagated. HepG2 cells were
seeded (4x10° cells per well) in 24-well plates grown to confluence for 24 h in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 50 U/ml penicillin, 50 pug/ml
streptomycin and supplemented with 10% fetal calf serum, in a humidified
atmosphere in 5% 02-5% CO2 at 37°C. Thereafter, the cells were switched to
serum-free medium for 24 h. The cells were treated with H202 (1.5 mM) for 60

min in the presence of CeO2NPs (100 pg/ml) or vehicle (TMAOH, 0.17 mM).

Reactive Oxygen Species measurement: Fluorescence
spectrophotometry and microscopy were used to measure ROS, with 2’,7’-DCF-
DA as the probe. DCF-DA readily diffuses through the membrane and is
enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to the nonfluorescent DCFH,
which can then be rapidly oxidized to fluorescent DCF in the presence of ROS.
Cells incubated alone or treated with H202 in the presence of CeO2NPs or
vehicle were washed with HBSS and incubated with 10 yM DCF-DA in DMEM

for 40 min at 37 °C in the dark. The cells were trypsinized and diluted followed
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by staining with 0.02 % trypan blue. The number of cells stained with trypan
blue was counted under a light microscope. The supernatant was collected to
measure the extracellular production of ROS, and the intensity of fluorescence
was immediately read in a fluorescence spectrophotometer (FLUOstar
OPTIMA; BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) at 485 nm for excitation and at
520 nm for emission. For fluorescence microscopy, slides with non-treated cells
or cells treated with H202 and CeO2NPs or vehicle and DCF-DA were washed in
PBS. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vectashield, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) was used to counterstain cell nuclei. The slides were covered

with glass covers and observed under the fluorescence microscope.

Measurements and statistical analysis: Standard parameters of renal
and liver function were measured in the BS-200E Chemistry Analyzer (Mindray
Medical International Ltd, Shenzhen, China). Quantitative data were analyzed
using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), and
statistical analysis of the results was performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) with the Newman-Keuls post hoc test and the Kruskal-Wallis test with
the Dunn post hoc test when appropriate. Results are expressed as meanzSE
and considered significant at a p level of 0.05 or less. The study was performed
according to the criteria of the Investigation and Ethics Committee of the

Hospital Clinic Universitari of Barcelona.
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Supplementary results

Characterization of CeO2NPs: The characteristics of NPs in terms of
size, shape, and other relevant chemistry are crucial for determining the
functional role of nanomaterials in biology. A well dispersed colloidal sample of
CeO2NPs in 10 mM TMAOH was prepared. Measured zeta potentials of
CeO2NPs were (+) 42.8 mV (mean conductivity 0.246 mS/cm). The X-ray
diffraction pattern of CeO2NPs showed pure CeO2NPs with the typical peak
broadening characteristic of nanosize particles (Fig. 1D). These optimally

engineered nanoceria were used further in our animal studies.
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Supplementary Fig. 1: CeO2NPs inhibited H202-induced ROS production in

HepG2 cells. (A) Extracellular ROS production was determined by fluorescence

spectrophotometry using the oxidant-sensitive dye 2’,7’-DCF-DA. Cells were

treated with 1.5 mM H202 for 60 min in the presence of CeO2NPs (100 pg/ml) or

vehicle. The results were expressed as percentage of control cells for the
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indicated treatments. Data are mean = S.E. * p<0.05. (B) Representative
microphotographs of DFC fluorescence (DCF, green) and 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, blue) at 60 min after H2O2 treatment (original magnification,

200X).
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Supplementary Table 1. Dosing schedule and number of CCls-treated rats for

each study protocol.

Time frame Treatment
, with Time post Number
Study protocol with CCla CeO2NPs or treatment of rats
(weeks) .
vehicle

Systemic and 8-9 weeks
hepatic effects 16 CCl4 8 weeks 25
9 90 min 6
ICP-MS 11 8-9 weeks 3 weeks 6
biodistribution 14 CCla 6 weeks 6
16 8 weeks 6
TEM 9 8-9 weeks 90 min 5

biodistribution

CCla
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Resultados

Articulo 2: El agonismo parcial del receptor Vi, de la vasopresina incrementa la excrecion
de sodio y reduce la hipertension portal y la ascitis en ratas cirréticas.

La ascitis es una de las complicaciones clinicas mas importante que desarrollan los
pacientes con cirrosis y se asocia a un mal prondstico (Arroyo et al., 1999; Claria & Jiménez,
2005). La formacion de la ascitis es una consecuencia de la activacion de los sistemas
enddgenos de retencidn de agua y sodio con el fin de contrarrestar la disfuncién circulatoria
desarrollada en pacientes con enfermedad hepatica avanzada (Schrier et al., 1999). Una de
las caracteristicas mas destacada de la disfuncidn circulatoria es la existencia de
vasodilatacidon espldcnica e hipertensidn portal. Las estrategias terapéuticas para corregir la
hipertensidon portal y reducir el flujo sanguineo mesentérico se han focalizado en la
vasopresina (AVP) y sus andlogos por sus efectos vasoconstrictores preferenciales en el lecho
vascular mesentérico (Petersen, 2006). Se demostré que la administracion de AVP tiene
eficacia farmacoldgica en la reduccidn de la presién portal, pero se descartd su uso porque
frecuentemente causaba complicaciones cardiovasculares y retenciéon de agua (D’amico,
Pagliaro & Bosch, 1995). Posteriormente, se observd que la terlipresina, un analogo de la
vasopresina, es mas efectivo y seguro que la AVP para reducir la hipertension portal (D’amico,
Pagliaro & Bosch, 2000).

Los receptores Via de la AVP se encuentran en gran densidad en las células musculares
lisas y se ha demostrado que su agonismo dismunuye el flujo sanguineo arterial esplacnico
por medio de la vasoconstriccion arterial. Este efecto se ha estudiado en arterias
mesentéricas aisladas humanas (Ohsltein & Berkowitz, 1986) y de rata (Mackie et al., 2008).
La disminucién del flujo sanguineo arterial esplanico logra dos efectos importantes: 1) una
reduccion en la presién venosa portal debido a la disminucién del influjo arterial y 2) la
retenciéon de liquido en el compartimento central. Este ultimo es responsable, al menos en
parte, del incremento de la perfusion y diuresis renal. A pesar de ello, el agonismo de la
vasopresina en los receptores V. renales causa retencion de agua, atenuando parcialmente el
flujo de salida de liquido mediado por los receptores Via. ldealmente, para reducir la
hipertensidn portal sin causar retencion de agua renal, el farmaco deberia ser selectivo para
los receptores Via.

En este segundo trabajo se analizd el potencial valor terapéutico del FE 204038, un nuevo

agonista parcial del receptor Vi, de la AVP, en la reduccién de la presidn portal y alteraciones
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renales en ratas con cirrosis y ascitis. Los resultados de este estudio se resumen a
continuacion:

1. La administracidon intravenosa del agonista parcial del receptor Vi, de la AVP, FE

204038, reduce la presion portal de manera dosis dependiente sin modificar la presidon

arterial media en ratas cirrdticas con ascitis.

La administracién constante de dosis crecientes del agonista parcial FE 204038 por via
intravenosa a ratas con cirrosis y ascitis produjo una disminucién dosis dependiente de la
presion portal sin hacer variar la presién arterial media ni la resistencia vascular sistémica
(RVS) (Figura 1, articulo 2). Tampoco se observaron cambios en el peso corporal ni en los test
de funcién hepdtica y renal en comparacion con las ratas cirréticas con ascitis que recibieron
vehiculo (Tabla 1, articulo 2). En cambio, la administracién de la misma dosis creciente de
terlipresina (TP), agonista completo de la AVP, no indujo cambios en la presidn portal en los
animales cirrdticos con ascitis. Ademas, la infusién intravenosa de TP indujo un efecto
vasoconstrictor caracterizado por un aumento agudo de la presidn arterial media y de la RVS.

2. La administracidn a largo plazo del agonista parcial del receptor Vi, de la AVP mejora

la funcidn renal excretora y reduce la ascitis en ratas con cirrosis y ascitis.

Para analizar el efecto a largo plazo del agonista FE 204038, se administré por via
subcutanea dos veces diaria durante 6 dias a ratas cirréticas con ascitis. El tratamiento crénico
con FE 204038 indujo un incremento en el volumen urinario, en la excrecidn urinaria de sodio
y en la osmolaridad urinaria en las primeras 24 horas de administracién en comparacién con
los valores basales (Figura 2, articulo 2). Por otro lado, el tratamiento también produjo una
mejora en la hemodindmica sistémica debido al aumento de RVS y a la reduccién del gasto
cardiaco en las ratas con cirrosis (Tabla 2, articulo 2). La mejora de la funcién renal excretora
y de la hemodinamica sistémica en los animales con cirrosis tratados crénicamente con el
agonista FE 204038 se tradujo en un descenso de mas del 90 % del volumen de ascitis al final
del estudio.

3. La administraciéon del agonista parcial del receptor Via de la AVP a largo plazo

disminuye la respuesta vasoconstrictora de la terlipresina en ratas con cirrosis.

Para analizar la capacidad de respuesta del receptor de la AVP después de la
administracion a largo plazo del FE 204308, se administrd via intravenosa el agonista
completo TP a las ratas con cirrosis y ascitis que habian sido tratadas previamente con el

agonista parcial o vehiculo durante 6 dias. El efecto vasoconstrictor de la TP a nivel sistémico,
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caracterizado por un incremento de la MAP, fue menor en los animales con cirrosis que
habian recibido previamente el tratamiento crénico con el agonista parcial FE 204038 (Figura
3, articulo 2).

4. La expresion del receptor Via de la AVP estd aumentada en el territorio mesentérico

de las ratas con cirrosis.

Para establecer la razén por la cual el agonista del receptor Vi, de la AVP tiene un efecto
vasoconstrictor preferencial en el lecho vascular esplacnico, se analizé la expresién de genes
relacionados con sustancias vasoactivas utilizando un array comercial de PCR que incluia 84
genes, en la aorta tordcica y en el mesenterio de ratas cirrdticas con ascitis y de ratas sanas

(grupo control).

Como cabia esperar, muchos genes relacionados con la regulacién de la funcién
cardiocirculatoria se expresaron de manera diferente dependiendo del territorio vascular
analizado (Figura 4, articulo 2). Ademas, encontramos grandes diferencias de expresion
entre las ratas con cirrosis y las del grupo control. De los 84 transcritos analizados, 16 en el
caso de la aorta tordcica y 12 en la circulacién mesentérica mostraron una diferencia de al
menos 2,5 veces respecto los animales control (Tabla 3, articulo 2). En algunos casos estas
diferencias correspondian a la aorta toracica, en otros al mesenterio o en ambos territorios.
En cuanto al receptor Vi, de la AVP, en el mesenterio de los animales con cirrosis se observd
un sobreexpresion significativa del receptor respecto a los animales control, mientras que
en la aorta toracica no se encontraron diferencias de expresion entre las ratas cirréticas y las
control. Estos ultimos resultados del array respecto a la expresion diferencial del receptor
V1a en ambos territorios fueron validados por real-time PCR (Figura 5a, articulo 2). De la
misma manera, se analizé la expresion proteica del receptor Via mediante Western Blot para
ver si estos resultados se mantenian a nivel proteico. No se detectd el receptor Via en las
arterias tordcicas tanto en los animales cirréticos como en los control (Figura 5b, articulo 2).
Sin embargo, en el tejido mesentérico de las ratas cirréticas se detectd una banda con el
peso molecular correspondiente al receptor Via, confirmando la expresion diferencial del
receptor Vi, de la AVP dependiente del territorio vascular analizado en ratas con cirrosis y

ascitis.
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Vasopressin 1a Receptor Partial Agonism Increases
Sodium Excretion and Reduces Portal Hypertension
and Ascites in Cirrhotic Rats

Guillermo Ferndndez-Varo,"* Denise Or6,' Edward Earl Cable,” Vedrana Reichenbach," Silvia Carvajal,'
Bernardino Gonzilez de la Presa,' Kazimierz Wisniewski,® Pere Ginés,* Geoffrey Harris,> and

Wladimiro Jiménez'*

Patients and rats with cirrhosis and ascites have portal hypertension and circulatory dys-
function. Synthetic arginine vasopressin (AVP) receptor agonists able to induce systemic
and mesenteric vasoconstriction have shown their usefulness in reducing portal pressure
(PP) in this condition. We assessed the potential therapeutic value of a new V,,-AVP
receptor partial agonist with a preferential splanchnic vasoconstrictor effect
(FE 204038) in rats with cirrhosis and ascites. The hemodynamic effects of cumulative
intravenous doses of FE 204038, terlipressin, or vehicle were investigated. Mean arterial
pressure and PP were continuously recorded and cardiac output and systemic vascular
resistance (SVR) assessed at 30-minute intervals for 90 minutes. Urine volume, urine
osmolality, and urinary excretion of sodium and creatinine were measured in basal con-
ditions and following twice-daily subcutaneous doses of FE 204038 or vehicle. PP, mean
arterial pressure, cardiac output, SVR, and ascites volume were also measured after 6
days. The expression of an array of vasoactive genes was assessed in the thoracic aorta
and the mesenteric circulation of control rats and rats with cirrhosis and ascites. FE
204038 dose-dependently decreased PP, did not modify mean arterial pressure, and
increased SVR. The effect of the V;,-AVDP receptor partial agonist on PP was associated
with an improvement in urine volume and urinary excretion of sodium during the first
day of treatment. SVR was higher and cardiac output and ascites volume were lower in
rats with cirrhosis and ascites treated with FE 204038. V;,-AVP receptor expression in
rats with cirrhosis and ascites was markedly enhanced in the mesenteric circulation com-
pared to the thoracic aorta. Conclusion: FE 204038 increases sodium excretion and
reduces portal hypertension and ascites in experimental cirrhosis. V;,-AVP receptor par-
tial agonism could be a useful pharmacological treatment in decompensated patients
with cirrhosis. (HEraTOLOGY 2016563:207-216)

atients with cirrhosis develop numerous clinical
complications, among which ascites is one of the
most important and constitutes a sign of poor
prognosis." Ascites formation results from the homeo-
static activation of endogenous sodium and water retain-
ing systems in order to counteract the circulatory

dysfunction developed by patients with advanced liver
disease.” One of the most prominent features of this cir-
culatory dysfunction is the existence of marked splanch-
nic vasodilation and portal hypertension. Therapeutic
strategies to correct portal hypertension and reduce mes-
enteric blood flow have focused on arginine vasopressin

Abbreviations: AVE arginine vasopressin; bw, body weight; CO, cardiac output; ECsq, 50% effective concentration; Emax, maximum possible effect; MAR, mean
arterial pressure; mRINA, messenger RNA; PCR, polymerase chain reaction; PR, portal pressure; SVR, systemic vascular resistance; TP terlipressin.
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(AVP) and its analogues because of their preferential vaso-
constrictor effect on the mesenteric vascular bed.* AVP
administration has shown pharmacological efficacy in
reducing portal pressure, although it was discarded early
because it frequently caused cardiovascular complications
and water retention.” More recently, terlipressin (TP), tri-
glycyl lysine vasopressin, has been shown to be more effec-
tive and safer than AVP in reducing portal hypertension.®

AVP and analogues exert their effects by agonizing
vascular and renal AVP receptors, namely, V;,-AVP and
V,-AVP. Vascular Vi,-AVP receptors are found at high
density on smooth muscle cells and transduce their sig-
nal through the inositol 3-phosphate/diacylglycerol
pathway, releasing intracellular Ca>* and subsequently
activating myosin.” Agonism of the V;,-AVP receptor
decreases splanchnic arterial blood flow due to vasocon-
striction of the resistance arteries. This effect has been
demonstrated in isolated human® and rat”'® mesenteric
resistance arteries. The decrease in splanchnic arterial
blood flow accomplishes two important effects: (1) a
reduction in portal venous pressure due to the decrease
in arterial inflow and (2) a retention of fluid in the cen-
tral compartment.’’™* The latter is responsible, at least
in part, for increasing renal perfusion and pressure diu-
resis. However, AVP and TP agonism of the renal V,-
AVP causes water retention, partially attenuating the
Vi.-AVP-mediated fluid efflux. Ideally, a compound
would be V;,-AVP-selective, to reduce portal pressure
without causing renal water retention.

The beneficial effects of V;,-AVP agonists in portal
hypertension have been demonstrated in multiple animal
models and in humans. For example, the V;,-AVP ago-
nist F-180 demonstrated its capacity in reducing portal
pressure (PP) in portal vein-ligated rats'> and subsequent
beneficial effects on portal hypertension-related bleeding
in hypovolemic rats by rapid recovery of arterial pressure
and decreased blood loss and mortality."® TP induces
systemic and mesenteric vasoconstriction and reduces PP
in patients with cirrhosis.'"”'*!” Importanty, TP also
improved renal function in patients with cirrhosis and
ascites without hepatorenal syndrome.'®

The aim of the present study was to investigate the
potential therapeutic value of FE 204038, a new partial

HEPATOLOGY, January 2016

V1.-AVP receptor agonist in rats with cirrhosis and asci-
tes. The concept in the design of FE 204038 was to pro-
duce a selective V;,-AVP receptor agonist with a capped
Ena (maximum possible effect). Vi,-AVP receptor
selectivity should improve water efflux and decrease the
risk of hyponatremia.19 The capped E, . effect should
limit the amount of vasoconstriction and decrease the
risk of ischemia while maintaining the reduction of mes-
enteric blood flow and subsequent reduction in portal
pressure. The studies were designed to test the efficacy
of FE 204038 in an established model of portal hyper-
tension with ascites and circulatory dysfunction.

Materials and Methods

Induction of Cirrbosis in Rats. The study was
performed in 50 male Wistar rats with cirrhosis and
ascites and six control healthy rats (Charles-River, Saint
Aubin les Elseuf, France). Cirrhosis was induced by
repetitive carbon tetrachloride inhalation.*® Carbon tet-
rachloride treatment replicates key features observed in
human disease: significant cirrhosis, portal hypertension
with hypotension, and impaired renal
function.

FE 204038. FE 204038 was synthesized at Ferring
Research Institute Inc. and has the following rat vaso-
pressin receptor profile: Vi, receptor partial agonist
50% effective concentration (ECsy) = 0.74 nM,
Enax = 38%; for comparison AVP ECs5y = 0.10 nM,
Enax = 100%; V, receptor ECsg = 7.13 nM, for com-
parison desmopressin EC5y = 0.03 nM.

Effect of the Administration of Increasing Doses
of a V1,-AVP Receptor Partial Agonist on Systemic
Hemodynamics and PP in Rats With Cirrbosis and
Ascites. Animals included in this protocol were ran-
domly assigned to one of the following groups: group A,
10 rats with cirrhosis and ascites received during 90-
minute subsequent cumulative intravenous infusion of
three doses (300, 1000, and 3000 pmol min~ ' kg body
weight [bw] 1 of the partial agonist FE 204038 admin-
istered respectively in three periods of 30 minutes after
starting the study; group B, nine rats with cirrhosis and
ascites were administered during 90-minute subsequent
cumulative intravenous infusion of three doses (300,

systemic
20
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Table 1. Body Weight and Standard Liver and Renal Function Test Results in Baseline Conditions in Rats With Cirrhosis and

Ascites Included in the Acute Protocol

Control Cirrhosis

Vehicle Vehicle FE 204038 P

(n = 6) (n=9) (n = 10) (n=9)
Body weight (g) 425 = 14 425 + 10 419 = 15 393 = 19
Alanine transaminase (U/L) 45 = 10 232 *= 4T7* 276 * 58* 259 * 47*
Aspartate transaminase (U/L) 158 + 43 1335 + 301* 1257 + 293* 1011 + 139*
Lactate dehydrogenase (U/L) 619 = 117 1079 + 246 768 + 201 613 = 110
Total bilirubin (mg/dL) <0.12 2.38 = 0.37** 1.51 *= 0.30** 1.96 = 0.45**
Albumin (g/L) 36.4 £ 0.9 23.4 = 1.4%** 23.5 & 1.3*** 24.8 £ 1.3***
y-Glutamyltransferase (U/L) 0.05 = 0.03 11.89 = 1.59* 9.69 = 2.51* 11.53 = 3.51*
Total proteins (g/L) 68.3 = 1.1 42,5 + 2.6%** 42,2 + 2. 5*** 455 = 1.6%**
Serum creatinine (mg/dL) 0.54 = 0.03 0.62 = 0.05 0.67 *= 0.02 0.57 = 0.03
Serum sodium (mEq/L) 142.3 = 1.0 143.5 = 0.9 144.6 = 1.7 142.2 + 0.8
Serum potassium (mEq/L) 6.30 = 0.13 4.25 * 0.14%** 422 = 0.23*** 4.84 + 0.25%**

*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 compared to control values (one-way analysis of variance and Newman-Keuls post hoc test).

1000, and 3000 pmol min~" kg bw™') of TP adminis-
tered respectively in three periods of 30 minutes after
starting the study; and group C, nine rats with cirrhosis
and ascites received intravenous infusion of saline solu-
tion (vehicle) administered for 90 minutes after starting
the study (2 mL h™" kg bw™"). A hemodynamic study
was performed to measure mean arterial pressure
(MAP), PP, cardiac output (CO), heart rate, systemic
vascular resistance (SVR), and splanchnic perfusion
pressure, at baseline conditions and following the A, B,
or C administration protocol.”' At the end of the study,
the animals were sacrificed by isoflurane overdose.
Effect of Long-Term Administration of a V;,-AVP
Receptor Partial Agonist on Systemic Hemodynam-
ics, PB, and Renal Excretory Function in Rats With
Cirrbosis and Ascites. This study included 16 rats
with cirrhosis and ascites. Rats developing and main-
taining ascites for 1 week were placed in metabolic
cages. After a habituation period of 5 days to the meta-
bolic cages, animals were randomly assigned to one of
the following groups: group A, subcutaneous bolus
injection (126 nmol kg bw ! equivalent to the three
cumulative doses of the first protocol) of Vi,-AVP
receptor partial agonist administered twice daily for 6
days (n = 8); group B, subcutaneous bolus injection (2
mL kg bw ") of vehicle (saline solution) administered
twice daily for 6 days (n = 8). Measurements of body
weight, urine volume, urine osmolality, and urinary
excretion of sodium and of creatinine were made 1 day
prior to starting the protocol and during the 6 consecu-
tive days of chronic administration. An aliquot of each
24-hour urine was also collected. On day 6, MAD, PP,
CO, heart rate, and SVR were measured as described.
The values were recorded after a 30-minute stabilization

period. Serum samples were also obtained and kept at -
20°C until further analysis.

Effect of Acute Administration of TP on Systemic
Hemodynamics in Rats With Cirrhosis and Ascites
After Long-Term Administration of a Vi, AVP
Receptor Partial Agonist. To examine the effect of a
full agonist following long-term administration of FE
204038, we analyzed the effect on MAP induced by
intravenous administration of TP in rats with cirrhosis
and ascites previously treated with the V1,-AVP receptor
partial agonist or vehicle for 6 days. Rats developing and
maintaining ascites for 1 week were randomly assigned
to one of the following groups: group A, three rats with
cirrhosis and ascites received a subcutaneous bolus injec-
tion (126 nmol kg bw ") of V;,-AVP receptor partial
agonist administered twice daily for 6 days; group B,
three cirrhotic rats with ascites received a subcutaneous
bolus injection (2 mL h! kg bw ") of vehicle (saline
solution) administered twice daily for 6 days. On day 6,
MAP and heart rate were measured in basal conditions
and following intravenous administration of TP (300
pmol min~' kg bw ') as described. Values were
recorded after a 30-minute stabilization period.

For further information on hemodynamic studies,
vasoactive gene expression polymerase chain reaction
(PCR) array in aorta and mesenteric circulation of cir-
thotic rats, messenger RNA (mRNA) expression of
AVPR1a, western blot analysis of AVPR1a, measurements,
and statistical analysis, see Supporting Information and
methods.

Ethical Approval. The study was performed
according to the criteria of the Investigation and Ethics
Committee of the Hospital Clinic Universitari.
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Fig. 1. Hemodynamic effects induced by the administration of increasing cumulative doses of the V,-AVP receptor partial agonist in rats with
cirrhosis and ascites. Changes in portal pressure, mean arterial pressure, cardiac output, and systemic vascular resistance were recorded in
baseline conditions and 30, 60, and 90 minutes during the intravenous administration of the successive doses (300, 1000, and 3000 pmol
min kg bw: 30 minutes each) of the Vy,-AVP receptor partial agonist FE 204038, TP, or vehicle to rats with cirrhosis and ascites. Results are
expressed as mean = standard error of the mean. If the treatment effect tested positive (P < 0.05) for one-way analysis of variance and
Newman-Keuls post hoc test to compare with the baseline value, then a Student t test compared to the vehicle group was performed for each

time point. ##p < 0.001.

Results

Liver specimens obtained from carbon tetrachloride-
treated rats showed cirrhosis in all animals, with no sig-
nificant differences between rats receiving the partial
agonist FE 204038, TP, or vehicle.

Effect of Administration of Increasing Doses of a
V1.-AVP Receptor Partial Agonist on PP and Sys-
temic Hemodynamics in Rats With Cirrhosis and
Ascites. Table 1 shows liver and renal function tests in
baseline conditions of control rats and animals with cir-
rhosis treated with vehicle or increasing constant infu-
sion (between 300 and 3000 pmol min~ ' kg bw™!) of

FE 204038 or TP. Rats with cirrhosis showed significant
alterations of liver tests in comparison to a group of con-
trol, healthy Biochemical revealed
decreased albumin and total protein levels, high levels of
total bilirubin, and increased activity of markers of
hepatocyte injury such as aspartate transaminase, alanine
transaminase, and gamma-glutamyltransferase. No dif-
ferences in body weight or standard liver and renal func-
tion tests results were found in baseline conditions
among the three groups of rats with cirrhosis and ascites
included in this protocol (Table 1).

The hemodynamic effects induced by intravenous
administration of the FE 204038 agonist, TP, or vehicle

rats. analysis
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Table 2. Body Weight, Hemodynamic Profile, Ascites Volume,
and Standard Liver and Renal Function Test Results in Rats
With Cirrhosis and Ascites at the End of the Administration
of Vehicle or the V;,-AVP Receptor Partial Agonist for 6 Days

FE 204038

Vehicle (126 nmol kg bw™?)

(n = 8) (n = 8)
Body weight (g) 390 = 16 365 = 13
Alanine transaminase (U/L) 138 = 17 205 *+ 49
Aspartate transaminase (U/L) 554 + 69 906 + 199
Lactate dehydrogenase (U/L) 416 + 65 328 £ 53
Total bilirubin (mg/dL) 2.10 £ 0.49 1.08 = 0.22
Albumin (g/L) 26.0 = 1.1 27.1 £ 0.8
y-Glutamyltransferase (U/L) 8.96 = 1.93 720 £ 1.11
Total proteins (g/L) 498 + 1.3 459 + 2.1
Serum creatinine (mg/dL) 0.50 = 0.07 0.60 = 0.04
Serum sodium (mEq/L) 141.3 = 0.9 138.8 = 0.7
Mean arterial pressure (mm Hg) 81.0 £ 3.1 85.4 £ 2.7
Portal pressure (mm Hg) 15.8 + 0.8 15.6 = 0.8
Cardiac output (mL/min) 294 + 11 216 £ 13**
Heart rate (beats min~?) 372 + 15 370 = 11
Systemic vascular resistance 0.28 = 0.02 0.40 = 0.02**

(mm Hg mL min™?%)
Splanchnic perfusion pressure 67.1 = 2.6 70.8 = 2.7
(mm Hg)

Ascites volume (mL) 15.7 = 4.1 1.38 = 0.91**
Serum aldosterone (ng/dL) 123 = 22 226 * 44

**P < 0.01 compared to vehicle values (unpaired Student t test).

are shown in Fig. 1. As anticipated, basal values recorded
before the intravenous infusion confirm that rats with
cirthosis and ascites have portal hypertension and a
marked hyperkinetic circulatory syndrome characterized
by arterial hypotension, high CO, and low SVR (these
figures in control rats are PP 5.6 £ 0.2 mm Hg, MAP
121 = 1 mm Hg, CO 199 + 8 mL min~ ', and SVR
0.63 = 0.03 mm Hg mL™' min~ ). Intravenous admin-
istration of FE 204038 (300, 1000, and 3000 pmol
min~' kg bw~ ') dose-dependently decreased PP (from
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Fig. 3. Individual values of mean arterial pressure induced by
administration of TP after long-term treatment with the V,-AVP recep-
tor partial agonist in rats with cirrhosis and ascites. TP (300 pmol
min* kg bw') was administered to two groups of rats with cirrhosis
and ascites (n = 3) previously treated with the V;,-AVP receptor par-
tial agonist FE 204038 (126 nmol kg bw™) or vehicle. *P < 0.05
compared to basal values (paired Student t test), **P < 0.01 com-
pared to FE 204038 final values (unpaired Student t test).

12.5 £ 0.5 t0 8.8 £ 0.5 mm Hg, 2 < 0.01) and did not
modify MAP (from 81 * 4 to 86 = 4 mm Hg) com-
pared to basal values. At the end of the study, PP values
were significantly lower in FE 204038-treated rats than
in animals receiving TP or vehicle (8.8 % 0.5 versus 11.2
* 0.5 mm Hg, P < 0.01, and 11.5 = 0.5 mm Hg, P <
0.001, respectively). Administration of the FE 204038
agonist resulted in a slight increase in SVR that reached
statistical significance within the first 60 minutes of its
administration (from 0.39 = 0.04 to 0.49 = 0.04 mm
Hg mL ™! min~!, 2 < 0.001). However, no differences
in SVR were observed between FE 204038-treated rats
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Fig. 2. V1,-AVP receptor partial agonist administration improves renal excretory function in rats with cirrhosis, sodium retention, and ascites.
Changes in urine volume, sodium excretion, and urine osmolality observed in the two groups of rats with cirrhosis and ascites in baseline
conditions and during 6 days of treatment with the Vi,-AVP receptor partial agonist FE 204038 (126 nmol kg bw) or vehicle. *P < 0.05 and
**xPp < 0,001 compared to basal values (paired Student t test), *P < 0.05 and **#P < 0.001 compared to vehicle group on the same day of

treatment (unpaired Student t test).
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and those receiving vehicle all over the investigation peri-
ods. Intravenous infusion of TP resulted in a marked
vasoconstrictor effect as indicated by the acute rise of
MAP and SVR. The lowest dose of TP increased MAP
from 83.9 = 3.1 to 135.1 = 7.0 mm Hg (” < 0.001)
and remained at similar levels at the higher, subsequent
doses.

Long-Term  Administration of the V., AVP
Receptor Partial Agonist Improves Renal Excretory
Function and Reduces Ascites in Rats With Cirrhosis.
No significant differences were found in body weight
and standard liver and renal function tests between
the two groups of rats with cirrhosis and ascites receiv-
ing FE 204038 or vehicle at the end of the treatment
(Table 2).

The renal excretory function effects induced by
chronic administration of FE 204038 or vehicle in rats
with cirrhosis and ascites are shown in Fig. 2. No differ-
ences were found in baseline conditions among the two
groups of rats with cirrhosis. Chronic administration of
partial agonist induced a marked increase in urine vol-
ume, urinary excretion of sodium, and urine osmolality
after 24 hours of administration in comparison to basal
values. No changes in any of these parameters were
observed in rats receiving vehicle.

The effects on systemic and portal hemodynamics
induced by chronic administration of the FE 204038
agonist or vehicle are shown in Table 2. As observed in

the acute protocol, nontreated rats with cirrhosis showed
a characteristic hyperdynamic circulatory syndrome.
Subchronic administration of FE 204038 was associated
with a significant improvement in systemic hemody-
namics because these animals had significantly higher
SVR and lower CO values than rats with cirrhosis
receiving vehicle. Moreover, at the end of the chronic
protocol the ascites volume was markedly lower in rats
with cirrhosis treated with the FE 204038 agonist than
in those receiving vehicle (Table 2). To ascertain the
state of activation of the renin-angiotensin-aldosterone
system, we analyzed the serum levels of aldosterone at
the end of the chronic protocol. No significant differen-
ces in serum levels of aldosterone were observed between
the two groups of rats with cirrhosis receiving vehicle
or treated with the V;,-AVP agonist (123 * 22 versus
226 * 44 ng/dL) (Table 2).

Administration of the V;,-AVP Receptor Partial
Agonist for 6 Days Decreases Pressor Response to TP
in Rats With Cirrbosis. We analyzed the effect on
MAP induced by intravenous administration of TP
(300 pmol min~' kg bw™ ') in two groups of rats with
cirthosis and ascites previously treated with the partial
agonist FE 204038 or vehicle for 6 days. Changes in
MAP induced by TP following chronic administration
of FE 204038 or vehicle are shown in Fig. 3. The
pressor response induced by TP was markedly lower in
rats with cirrhosis receiving the V;,-AVP agonist than in
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Table 3. Vasoactive Genes That Exhibit at 2.5-Fold or
Greater Change in Expression in Thoracic Aorta or
Mesentery Between Control and Rats With Cirrhosis and
Ascites Treated With FE 204038 (126 nmol kg bw‘l) or
Receiving Vehicle

Thoracic Aorta Mesentery
Fold Change Fold Change

Genes Vehicle FE 204038 Vehicle FE 204038
Avprla —1.20 —1.66** 3.78* 6.12**
Nos3 2.62* 2.08* 2.10 3.14*
Nostrin —3.38* —2.96* 1.41 1.43
Aplnr —4.91%** —4.47* —1.10 —1.67
Edn1 1.72 —1.64* 6.04* 6.16%**
Ednrb 4.34%* 3.35% 3.83* 3.76*%*
Adm 1.60 —1.14 8.19** T7.01***
Ptgs2 —-1.89 —-1.70 12.45 31.98*
Bdkrb1 1.27 1.70 27.00 59.90**
Bdkrb2 —2.30** —3.73** 2.72% 3.19*
Gchl 5.23* 3.91%** 4.69* 7.51**
Sphk1 4.74 4.22%** 17.43 36.37***
Adralb —2.07** —3.27** —2.72* —3.72%*
Mylk2 —-1.35 —2.00 —3.90* —1.04
Mylk3 —3.57** —3.66** —4.31* —3.40*
Calca 2.56* 4.70%* 1.82 4.12
Scnnlb —-2.15 —3.98* —-1.12 —4.76*
Scnnlg 1.04 —1.23 3.79* —1.00
Cacnalc —1.34 —2.51** 1.70 1.50

Abbreviations: Adm, adrenomedullin; Adralb, adrenergic alpha-1B receptor;
Aplnr, apelin receptor; Avprla, arginine vasopressin receptor 1A; Bdkrb1, brady-
kinin receptor B1; Bdkrb2, bradykinin receptor B2; Cacnalc, calcium channel,
voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit; Calca, calcitonin-related polypep-
tide alpha; Edn1, endothelin 1; Ednrb, endothelin receptor type B; Gchl, gua-
nosine triphosphate cyclohydrolase 1; Mylk2, myosin light chain kinase 2;
Mylk3, myosin light chain kinase 3; Nos3, nitric oxide synthase 3, endothelial
cell; Nostrin, nitric oxide synthase trafficker; Ptgs2, prostaglandin-endoperoxide
synthase 2; Scnnlb, sodium channel, non-voltage-gated 1 beta; Scnnlg,
sodium channel, non-voltage-gated 1 gamma; Sphk1, sphingosine kinase 1.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 versus control rats (unpaired Stu-
dent t test).

those previously treated with vehicle (106 % 6 versus
152 = 5 mm Hg, P < 0.01).

Gene Expression of Vasoactive Genes in the
Systemic and Mesenteric Circulation of Rats With
Cirrhosis.  In order to establish the rationale for the
preferential vasoconstrictor effect of the V;,-AVP ago-
nist on the splanchnic vascular bed, total RNA samples
were analyzed using a commercially available PCR array
that includes 84 representative vasoactive genes.

Figure 4 shows a colorimetric diagram containing a
selection of the vasoactively related genes whose tran-
scription is up or down (red or green) the 2.5-fold gene
expression threshold in comparison to control rats. The
36 most significantly differentially expressed genes
found in thoracic aorta and in mesentery of control rats
and animals with cirrhosis receiving vehicle or treated
with V,-AVP receptor partial agonist are shown. As
anticipated, several genes involved in the regulation of
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cardiocirculatory function were differentially expressed
according to the vascular territory; in addition, marked
differences were found between rats with cirrhosis and
control rats. Twelve transcripts in the thoracic aorta and
16 transcripts in the mesenteric circulation out of the 84
messengers assessed demonstrated a 2.5-fold or higher
difference than those of control animals. In some cases
these differences could be recorded in the thoracic aorta,
in the mesentery, or in both territories according to the
assessed transcript (Table 3). Concerning the V;,-AVP
receptor, it was noteworthy that whereas no differences
were observed between rats with cirrhosis and controls
on analyzing transcript expression in thoracic aorta, a
significant overexpression of messenger V,-AVP recep-
tor was found in the mesenteric territory of animals
with cirrhosis compared to controls.

mRNA Expression of AVPRIa. Real-time PCR
was performed to validate the results obtained by the
PCR array of vasoactive genes and to confirm whether
the enhanced sensitivity to AVP partial agonist in rats
with cirrhosis and ascites corresponded with an increase
in AVPRla mRNA expression in the mesenteric terri-
tory. Paralleling the results obtained in the PCR array,
mRNA expression of AVPR1a was similar in the tho-
racic aorta of nontreated rats with cirrhosis and ascites
than in control animals; but, in contrast, expression of
this transcript was markedly enhanced in the mesenteric
tissue of rats with cirrhosis and ascites compared to that
of control rats (Fig. 5A).

Protein Expression of AVPRIa. Western blot
analysis was performed using an antirabbit AVPR1a pol-
yclonal antibody (Fig. 5B). AVPR1a protein expression
was not detected in thoracic arteries of either rats with
cirthosis and ascites or control rats. In contrast, mesen-
teric tissue from animals with cirrhosis expressed a clear
band at the molecular weight corresponding to AVPR1a,
thus confirming a differential expression of AVPRIla
according to the vascular territory in rats with cirrhosis
and ascites (Fig. 5B).

Discussion

Portal hypertension and ascites are among the major
complications of patients with advanced liver disease.
The pathogenesis of these disturbances is very complex,
and during the last decade numerous clinical and experi-
mental data have fueled our understanding of the close
relationship existing between these two disturbances.”
Portal hypertension is a major causative factor of variceal
bleeding and promotes splanchnic vasodilation.® This,
in turn, is at the root of many of the circulatory distur-
bances of these patients, including activation of
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Fig. 5. Messenger RNA and protein expression of AVPR1a in thoracic aorta and in mesentery from controls and rats with cirrhosis and ascites
receiving vehicle or treated with the partial agonist FE 204038. (A) AVPR1a mRNA expression was quantified by real-time PCR. HPRT was used
as a reference gene for normalization. (B) Representative western blots of AVPR1a in thoracic aorta and in mesentery. Fifty micrograms of protein
was loaded per lane. HepG2 cell lysates in normoxic conditions for 24 hours were used as positive control.

vasoactive systems, sodium and water retention, and
ascites formation.”> Under this scenario, reduction of
portal hypertension and splanchnic vasodilation repre-
sent major therapeutic targets to improve prognosis in
patients with advanced cirrhosis.

In the current study we investigated the impact of a
new V;,-AVP receptor partial agonist with preferential
splanchnic vasoconstriction effects, namely, FE 204038,
on PP, systemic hemodynamics, renal excretory func-
tion, and ascites volume, in rats with cirrhosis and asci-
tes. We assessed the capability of FE 204038 to
maintain the pharmacologic efficacy of a full agonist
with the enhanced safety of a partial agonist.

The most relevant pharmacological effect induced by
intravenous administration of cumulative doses of FE
204038 was the striking dose-dependent reduction in
PP, with the figures being at the highest dose close to
normal values. This pattern response markedly differs
from that observed with TP. In fact, equimolar doses of
the AVP analogue resulted in a moderate effect on PP
and an intense peripheral vasoconstrictor response, as
indicated by the rapid and sustained increase in MAP
and SVR. These results further indicate that the Vi,
receptor partial agonist exerts a preferential vasoconstric-
tion on the mesenteric vasculature, which ultimately
results in diminished portal blood inflow and PP.

Abundant experimental information indicates that
extracellular volume expansion in advanced cirrhosis

mainly occurs within the mesenteric vascular terri-
tory.*?® Accordingly, it is predictable that any drug
with a preferential mesenteric vasoconstrictor activity
would displace intravascular fluid from the mesentery to
the central circulation and, as a consequence, promote
an increase in sodium and water excretion. The results
obtained following subchronic administration of the
V1.-AVP receptor partial agonist support this hypothe-
sis. During the first 24 hours of treatment FE 204038
induced such an increase in urine volume and urinary
excretion of sodium that the fluid accumulated in the
peritoneal cavity in some animals was markedly dimin-
ished or completely evacuated. However, no further diu-
retic or natriuretic effect of the Vi,-AVP receptor partial
agonist was observed during the remaining days of treat-
ment. Although it could be interpreted that tachyphy-
laxis occurred and that the animals became unresponsive
to treatment after day 1, this is probably unlikely. First,
a statistically significant but relatively small (10%-20%)
shift in the dose response occurs with repeated Vi, ago-
nist treatment.® This small shifc would not render the
animal unresponsive to repeated FE 204038 treatment.
Second, the increase in pressure diuresis and natriuresis
for only the first 24 hours has been described in
norepinephrine-treated normal dogs.”” After the initial
24 hours, urine volume and sodium excretion returned
to pretreatment levels, despite a sustained increase in
arterial pressure. The animal reaches a new equilibrium
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of water and sodium intake that is quantitatively identi-
cal to the pretreatment condition but is actually a shift
in the equilibrium consistent with the new elevated arte-
rial pressure. In this study, it was clear that the ascites
resolved within the first 24 hours and, because there was
no more excess fluid available for removal, the animals
reached new equilibrium. The pressor response to TP
was markedly lower in rats with cirrhosis treated with
the agonist than in those receiving vehicle. This is prob-
ably due to multiple factors: elevated V;,-AVP receptor
occupancy by FE 204038 throughout the treatment
period, an attenuation (not elimination) of V, receptor
responsiveness.8 In addition, animals showed a signifi-
cantly improved cardiovascular performance with
improvements in both CO and SVR. The improvement
in these cardiovascular parameters represents an impor-
tant disease-modifying effect and likely results from the
redistribution of intravascular fluid back to the central
compartment.

To gain further insight into the vascular effects
induced by the V;,-AVP receptor agonist in rats with
cirthosis, we used a specific rat microarray assessing
biological pathways regulating blood vessel vasocon-
striction and dilation in response to a wide variety of
signs.”® This array included genes belonging to several
subsets of families that have been implicated in vascu-
lar tone and arterial pressure regulation, vascular
smooth muscle contraction, and relaxation, myosin
light kinases, the renin-angiotensin system, nitric oxide
signaling and metabolism, osmotic regulation and
hypoxic response, ion transport, lipid metabolism, and
second messenger-mediated signaling. In agreement
with studies that topographically assessed individual
mRNA expression,13’29'37 of the 84 genes included in
the array, four were up-regulated and five down-
regulated in the thoracic aorta of rats with cirrhosis.
The former are involved in the control of vascular tone
(nitric oxide synthase 3, endothelin receptor type B)
and arterial pressure (guanosine triphosphate cyclohy-
drolase 1, calcitonin-related polypeptide o), whereas
down-regulated genes deal with nitric oxide signaling
(nitric oxide synthase trafficker), vascular tone regula-
tion (apelin receptor, bradykinin receptor 2), myosin
light chain kinases (myosin light chain kinase 3), and
smooth muscle contraction (adrenergic o1f receptor).
Of note was that the altered gene pattern expressions
observed in the aorta of rats with cirrhosis clearly differ
from those found in the mesentery. In fact, although
some of the altered transcripts were coincident in the
two territories (endothelin receptor type B, guanosine
triphosphate cyclohydrolase 1, adrenergic a1 receptor,
and myosin light chain kinase 3), there was altered
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gene expression of some genes in the aorta but not in
the mesentery and overexpressed transcripts in this ter-
ritory did not alter in the aorta (arginine vasopressin
receptor 1A, endothelin 1, adrenomedullin, bradykinin
receptors 1 and 2, sodium channel non-voltage-gated
1y). Most genes of the latter group belong to those
involved in vasoconstriction. This finding is not novel
as differential organ expression of other genes involved
in vascular tone regulation has been reported in cirrho-
sis.'3%538 The V, -AVP receptor was among the genes
up-regulated in the mesentery, but not in the aorta, of
rats with cirrhosis. In support of this finding, the
results of mRNA expression and protein abundance of
AVPRI1a confirm the increase of this receptor in the
mesenteric tissue of animals with cirrhosis. As far as we
know, this is the first investigation describing increased
expression of this receptor in the splanchnic vascular
territory of rats with cirrhosis, laying the rationale to
explain the preferential splanchnic vasoconstrictor
activity of AVP, AVP analogues, and V,-AVP agonists
in cirrhosis.”

In summary, the results of this study indicate that
vasopressin 1o receptor partial agonism safely reduces
portal hypertension after acute administration and sub-
chronically increases sodium excretion and decreases
ascites in experimental cirrhosis. These results indicate
that V;,-AVP receptor partial agonism could be a useful
pharmacological treatment in decompensated patients
with cirrhosis.
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ON LINE EXPANDED EXPERIMENTAL PROCEDURES

Hemodynamic studies: Two weeks after the cirrhotic rats had
developed ascites the animals were included in the protocol. Then, the rats
were anesthetized with Inactin® (50 mg-kg bw™, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinherim, Germany) and prepared with PE-50 polyvinyl catheters in the left
femoral artery and vein for blood pressure recording and blood sampling and
infusion of substances, respectively. The right jugular vein was also isolated
and a PE-50 catheter placed in the right atrium. A thermocouple (Columbus
Instruments, Columbus, OH) was advanced to the aortic arch through a left
carotid approach to monitor the intraarterial temperature during cardiac output
(CO) measurement. A midline abdominal incision (2 cm) was made and the
portal vein cannulated through an ileocolic vein with a PE-50 catheter to
measure portal pressure (PP). After verifying the achievement of free blood
reflux, the catheter was fixed to the mesentery with cyanoacrylate glue. Animals
were prepared for measurements of hemodynamic parameters as described
previously (9).

Hemodynamic parameters were allowed to equilibrate for 30 min. During
this period, a constant infusion (2 ml-h™*-kg bw™) of a Ringer solution was given
through the femoral vein for equilibration. Values of MAP, PP, HR, CO and SVR
were recorded in basal conditions and 30, 60 and 90 minutes after the
administration of the successive doses (30 minutes each) of Vi,-AVP receptor
partial agonist, TP or vehicle. Each value represents the average of 2

measurements. Ascites volume was measured by aspiration.

Vasoactive gene expression PCR array in aorta and mesenteric

circulation of cirrhotic rats: To assess changes associated with the



development of ascites in the transcriptome of the systemic and splachnic
vasculature of cirrhotic rats, thoracic aorta and mesenteric vessels were obtained
from 4 control rats, 7 cirrhotic rats receiving vehicle and 5 cirrhotic
rats receiving a subcutaneous bolus injection (126 nmol-kg bw-1) of Vi,-AVP
receptor partial agonist administered twice daily for 6 days. Total RNA was
extracted using a RNA extraction column kit (RNAeasy, Qiagen, Venlo, The
Netherlands). To remove residual DNA, RNA preparations were treated with
RNase-Free DNAse set (Qiagen). First-strand cDNA was synthesized from 500
ng total RNA using an RT? first-strand kit (Qiagen) and PCR arrays were
performed according to the manufacturer's protocols (SABiosciences, Frederick,
MD). Real-time PCR array was performed using the rat Hypertension RT?
Profiler™ PCR array, (SABiosciences) according to the manufacturer's protocol.
This PCR array combines the quantitative performance of SYBR Green-based
real-time PCR with the multiple gene profiling capabilities of microarray to
profile the expression of 84 key genes involved in the regulation of arterial
pressure and vascular resistance. PCR array plates were processed in a Light
Cycler 480 (Roche Diagnostics) using automated baseline and threshold cycle
detection. Gene expression was normalized to internal controls to determine the
fold change in gene expression between test and control samples. The relative
guantity of product was expressed as fold-induction of the target gene
compared with the reference gene according to the formula 224°T. Data were
interpreted using the SABiosciences’ web-based PCR array data analysis tool

(22).

Messenger RNA expression of AVPRla: Primers for arginine

vasopressin receptor 1A (Avprla) (probe 107: left 5'-



CGCACTGTGAAGATGACCTTT-3’ and right: 5'-
TGGAAGGGTTTTCTGAATCG-3) and hypoxyxantine-guanine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT), a constitutively expressed gene used as
an endogenous standard (probe 95: left 5’-GACCGGTTCTGTCATGTCG-3’ and
right 5-ACCTGGTTCATCATCACTAATCAC-3’) were designed using the
Universal ProbeLibrary Assay Design Center through ProbeFinder version 2.5
software (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN;
http://lifescience.roche.com/shop/en/mx/overviews/brand/universal-probe-

library) according to rat sequences (GenBank codes NM_053019.2 and
NM_012583.2, respectively). Real-time quantitative polymerase chain reaction
was analyzed in duplicate and performed with the LightCycler 480 (Roche
Diagnostics). A 10-pl total volume reaction of diluted 1:8 cDNA, 200 nM primer
dilution, 100 nM prevalidated 9-mer probe (Universal ProbeLibrary) and
FastStart TagMan Probe Master (Roche Diagnostics) were used in each
polymerase chain reaction. A fluorescence signal was captured during each of
the 45 cycles (denaturizing for 10 s at 95°C, annealing for 20 s at 60°C, and
extension for 1 s at 72°C). Water was used as a negative control. Relative
guantification was calculated using the comparative threshold cycle (C+), which
is inversely related to the abundance of mRNA transcripts in the initial sample.
The mean Cr of duplicate measurements was used to calculate AC+ as the
difference in Cy for target and reference. The relative quantity of product was
expressed as fold induction of the target gene compared with the reference
gene according to the formula 2“7, where AAC: represents ACt values

normalized with the mean AC+ of control samples.



Western blot analysis of AVPR1a: Thoracic aorta and mesentery from
cirrhotic rats with ascites and control rats were individually homogenized as
described previously (26). To detect AVPR1a, 50 ug of total denatured proteins
were loaded per lane on a 10% SDS-polyacrylamide gel (Mini Protean lll; Bio-
Rad Richmond, CA). Gels were transferred over night to nitrocellulose
membranes of 0.45 um (Transblot Transfer Medium, Bio Rad), stained with
Ponceau S red as a loading control and blocked with 5% non fat milk for in
TBST buffer (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, containing 0.05% Tween 20 and
150 mmol/L NaCl) at room temperature for 2h. Membranes were incubated with
a rabbit polyclonal anti-AVPR1a antibody (1:1000, Abcam, Cambridge, UK) at
room temperature for 2h in TBST buffer with 5% non fat milk. Membranes were
incubated with a donkey anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated (HRP)
secondary antibody (1:2000; Amersham Biosciences, GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). The bands were visualized by chemiluminescence

(Luminata Forte Western HRP substrate; EMD Millipore, Billerica, MA, USA).

Measurements and statistical analysis: Standard parameters of renal
and liver function were measured in the BS-200E Chemistry Analyzer, Mindray
Medical International Ltd, Shenzhen, China. Serum levels of aldosterone were
measured by radioimmunoassay (DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany).
Statistical analyses of the results was performed by one-way analysis of variance
(ANOVA), Newman-Keuls post hoc test, paired and unpaired Student's t-test
when appropriate. Results are expressed as mean+SE and considered significant

p <0.05.
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La hipertensién portal es la principal y mas severa complicacién en pacientes con cirrosis,
representando la primera causa de muerte y de trasplante de higado. El conocimiento de su
fisiopatologia ha cambiado dramaticamente durante las ultimas décadas gracias a la
disponibilidad de nuevos métodos diagndsticos, a la introduccién de modelos de
experimentaciéon mas fiables y a la aplicacion de nuevos avances en la biologia celular y
molecular. Asi es como los recientes progresos en el conocimiento de los mecanismos
moleculares que regulan el tono vascular hepatico, la disfuncidn endotelial, y su relacién con
la inflamacion, fibrogénesis y la angiogénesis en la cirrosis hepatica han sido, y contintan

siendo, la base de terapias emergentes para la hipertensién portal.

Un ejemplo de estos progresos en el conocimiento de nuevos mecanismos moleculares
son los estudios que exploran la implicacion del estrés oxidativo en la progresion de la
fibrosis hepatica que se da en la enfermedad croénica del higado, independientemente de
cual sea su etiologia (Parola & Robino, 2001). Las especies reactivas del oxigeno y del
nitrogeno (ROS y RNS) son productos del metabolismo celular, actian como segundos
mensajeros regulando diferentes funciones fisioldgicas en el organismo. Sin embargo,
cuando hay un desequilibrio en los niveles de estas especies reactivas, debido a una
sobreproduccion de ROS/RNS y/o una disminucién en las defensas antioxidantes tanto
enddgenas como exdgenas, se produce un estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un proceso
deletéreo que puede ser un mediador importante del daino a estructuras celulares y, como
consecuencia, de alteraciones fisiopatoldgicas en diferentes enfermedades. En las
enfermedades crdénicas del higado el estrés oxidativo desempeia un papel fundamental en
la iniciacidon y progresidén de la fibrosis hepatica gracias a la activacion de varias vias de
sefializacion que pueden modular la activacién y respuesta funcional de células diana

potenciales, particularmente las CHE, o incluso producir citotoxicidad (Sid et al., 2013).

Por otro lado, los recientes avances en la nanonotectologia han proporcionado nuevas
formas de medir, controlar y manipular la materia en la escala nanométrica, impensable con
las herramientas convencionales. En el campo emergente de la ingenieria molecular y la
medicina molecular, la nanomedicina se ha centrado en el desarrollo y aplicacién de
materiales nanométricos (1-100 nm) tanto para el diagndstico como el tratamiento de
enfermedades humanas. Este es el caso de las nanoparticulas de éxido de cerio (CeO;NPs),

las cuales tienen capacidad de modificar su estado de oxidacién dependiendo del ambiente
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gue les rodea y de esta manera, eliminar las especies reactivas que se generan en situaciones
de estrés oxidativo (Heckert et al., 2008). De hecho, diferentes estudios han demostrado que
las CeO2NPs pueden actuar como potentes antioxidantes y proteger a las células de
diferentes situaciones de estrés letal (Xia et al., 2008). Otros estudios han demostrado que
las CeO2NPs son capaces de proteger al tejido neuronal (Estevez et al., 2011) y al ocular del
dafio producido por radiacion de alta energia (Chen et al.,, 2006). Diversas evidencias
proponen que las CeO2NPs pueden actuar de la misma manera que la SOD, una enzima
enddgena de defensa celular frente a los radicales libres (Heckert et al., 2008). Es por ello
gue el primer estudio de la presente tesis doctoral considerd la posibilidad de que las
CeO2NPs pudieran tener un efecto hepatoprotector frente al dafio crénico hepatico inducido
con CCls gracias a su capacidad antioxidante y a su biodistribucion altamente especifica para
el tejido hepdtico. En este estudio confirmamos que en una situacién de dafio hepatico, el
higado y el bazo muestran la mayor capacidad de adsorcidén y retencién de CeO;NPs.
También encontramos pequefias cantidades de cerio en los pulmones y rifiones, y
practicamente nada en el cerebro. Las CeO2NPs se mantuvieron acumuladas en el higado y
bazo durante 8 semanas. La eliminacion gradual del cerio (casi todo eliminado en las heces)
junto con la acumulacién preferencial en higado y bazo es consistente con estudios previos
en animales sanos, y respalda el potencial terapéutico de las CeO;NPs en las enfermedades
cronicas del higado. Estos resultados observados en la biodistribucion también sugieren que
las CeO2NPs podrian ejercer sus efectos durante varias semanas, haciendo innecesaria su

administracion repetida durante largos periodos de tratamiento.

La administraciéon de CeO;NPs disminuyd la esteatosis, la inflamacion, como se indica
por la disminucidn sérica de las enzimas AST y ALT, el infiltrado inflamatorio y la apoptosis
en el higado de las ratas con fibrosis hepatica. Probablemente en consecuencia a todos estos
cambios bioldgicos positivos, se observd también una disminucion significativa de la
hipertensidon portal. Todos estos cambios se correlacionaron con una reduccién de la
expresion de genes relacionados con citoquinas pro-inflamatorias, diferenciacién celular y
mediadores vasoactivos. Los potenciales mecanismos responsables de los efectos
antiinflamatorios de las CeO;NPs en las ratas fibroticas estan probablemente relacionados
con su habilidad de reducir ROS bajo situaciones de estrés oxidativo durante largos periodos

de tiempo. De hecho, varias evidencias indican que las CeO;NPs actian como antioxidantes
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exogenos interfiriendo con la activacion de las sefiales pro-inflamatorias que ocurre en el
dano hepdtico cronico. En relacion a esto ultimo, ya se han demostrado previamente los
efectos beneficiosos en la hipertensién portal de los antioxidantes como la vitamina Cy la
SOD en pacientes con cirrosis y en ratas con fibrosis hepatica, respectivamente (Hernandez
Guerra et al.,, 2006; Lavifia et al., 2009). Sin embargo, estos compuestos naturales se
metabolizan rapidamente una vez administrados, mientras que las CeO2NPs actian como

catalizadores y funcionan sin agotarse.

Las ratas con fibrosis hepatica tratadas con CeO;NPs se diferenciaron de las que
recibieron el vehiculo principalmente en dos manifestaciones patoldgicas: una marcada
disminucion de la acumulacién de grasa hepatica y una menor hipertensiéon portal. La
acumulacién hepatica de grasa es el resultado de un incremento de la sintesis de triglicéridos
en los hepatocitos (Postic & Girard, 2008). Independientemente del origen de la acumulacidn
de lipidos, el incremento en la cantidad de acidos grasos libres satura la B-oxidacién que
normalmente ocurre en la mitocondria e incrementa la demanda en el reticulo
endoplasmatico (RE). La disfuncién del RE conduce a la produccién de ROS, induciendo estrés
oxidativo y la activacién de las vias inflamatorias. Ademas, el estrés oxidativo en ratas con
EHNA inducida con dieta rica en grasas esta también asociado a la apoptosis hepatocelular,
un fendmeno que parece estar asociado a la activaciéon de JNK y a un desequilibro entre
proteinas pro- y anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 (Wang et al., 2008). En este escenario, el
tratamiento con CeO2NPs en las ratas fibroticas redujo la expresion de los genes Ncfl, Ncf2,
Atf3 y Hspa5. Los genes Ncfl y Ncf2 codifican dos subunidades de la NADPH oxidasa, una
enzima celular que produce aniones superdxido. Por otro lado, Atf3 y Hspa5 son proteinas
que intervienen en el estrés de RE. Atf3 es miembro de la familia de factores de transcripcién
activadores de elementos de respuesta a AMPc (CREB), mientras que Hspa5 o BiP codifica
una proteina de shock térmico (chaperona) de 70 kD implicada en el plegado y ensamblaje
de proteinas en el RE. Estos datos indican que la administracion de CeO2NPs reduce el estrés
oxidativo en el RE mediado por ROS que ocurre en la fibrosis hepatica inducida con CCls.
Ademds, la intensa reduccion de TNFa, IL-1B, iNOS y COX-2 en el higado de los animales
tratados con CeO;NPs iria en linea con la idea de que los efectos beneficiosos de estas
nanoparticulas son secundarios a sus propiedades antioxidantes. La recuperacién de la

expresion de PPARy también apoyaria esa idea, ya que se sabe que la reduccién de la
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expresion de este gen permite que los adipocitos quiescentes se activen y diferencien a CHE
(Miyahara et al., 2000), el PPARy también es necesario para prevenir la inflamacion y para

mantener la homeostasis de lipidos y glucosa (Feige et al., 2006).

El hecho de que la administracién de CeO2NPs consiga reducir la presion portal es el dato
mas relevante de este primer estudio, ya que la hipertensién portal es una de las
manifestaciones clinicas mas graves de la cirrosis, y esta asociada a un incremento de la
morbilidad y la mortalidad. Por ultimo, en relacidén a la resistencia intrahepatica vascular,
algunas evidencias indirectas sugieren que podria ser modulada por las CeO,NPs ya que con
el tratamiento se observd una reduccién de las CHE (menor cantidad del marcador de
activacion de estas células: aSMA), y una inhibicion de la ET-1, la cual se ha descrito como

un potente vasoconstricor a nivel hepatico (Cho et al., 2000).

La hipertension portal es la mayor causa de varices sangrantes y promueve la
vasodilatacién esplacnica (D’Amico et al., 2000). Esto a su vez, es la raiz de muchas
alteraciones en la circulacién de los pacientes con cirrosis, que en estados mas avanzados
inducen la activacidn de sistemas vasoactivos endégenos, la retencién de sodio y agua, y
finalmente la formacidn de ascitis. Es por ello que la reduccién de la hipertension portal y de
la vasodilatacidon esplanica representan las principales dianas terapéuticas para mejorar la
prognosis en los pacientes con cirrosis avanzada. En este sentido los agonistas del receptor
de la vasopresina, gracias a su capacidad de vasoconstriccidn sistémica y mesentérica, son
capaces de reducir la presién portal. La vasopresina (AVP) fue el primer farmaco utilizado en
este sentido, pero su uso se asocid a complicaciones cardiovasculares frecuentes y a
retencién de liquido (D’Amico et al., 1995). La terlipresina, andlogo de la AVP, demostroé ser
mas efectiva y segura que la vasopresina. Sin embargo, la terlipresina también ejerce sus
efectos a través de los receptores vasculares Vi, y de los receptores renales V,. FE 204038 es
un nuevo analogo de la AVP con un efecto agonista selectivo para los receptores Via. En el
segundo estudio se investigd el impacto de este nuevo agonista parcial del receptor Vi, de
la AVP en la presién portal, la hemodinamica sistémica, la funcidon excretora renal, y el
volumen de ascitis en ratas con cirrosis y ascitis. El efecto farmacolégico mas relevante de la
administracion intravenosa del FE 204038 fue la reduccidn significativa de la hipertensién
portal dependiente de la dosis. De hecho, con la dosis mas alta de este analogo de la AVP se

alcanzaron valores de presién portal muy cercanos a los normales. Este efecto fue muy
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diferente al observado con la dosis equimolar de la terlipresina, caracterizado por un efecto
moderado en la presién portal y una respuesta vasoconstrictora aguda a nivel periférico
(indicado por un incremento sostenido en la presion arterial media y en la RSV). Estos
resultados sugieren que el agonista parcial del receptor Vi, ejerce una vasoconstriccion
preferente en la vasculatura mesentérica, que conduce a una disminucidn del influjo de

sangre portal, y finalmente a una reduccién de la hipertensién portal.

Numerosos estudios previos describen que la expansion de volumen extracelular en la
cirrosis avanzada ocurre dentro del territorio vascular mesentérico (Mgller et al.,, 2009;
Arroyo & Jiménez, 2000). Esto sugiere que cualquier fdrmaco con un efecto vasoconstrictor
selectivo para el mesenterio podria desplazar el liquido intravascular desde el mesenterio a
la circulacion central, y como consecuencia, inducir un incremento en la excrecién de sodio
y agua. Los resultados obtenidos al administrar de manera subcutanea el agonista parcial del
receptor Via de la AVP a ratas con cirrosis y ascitis confirman esta hipdtesis. Durante las
primeras 24 horas de tratamiento, el agonista FE 204038 indujo un incremento del volumen
urinario y de la excrecién de sodio tan pronunciado que incluso algunos animales evacuaron
practicamente todo el liquido acumulado en la cavidad peritoneal. Sin embargo, en los
demas dias de tratamiento no se observd este efecto diurético y natriurético. Podria
interpretarse que se produce taquifilaxis y los animales no responden al tratamiento a partir
del primer dia. No obstante, esta hipdtesis es poco probable ya que al repetir el tratamiento
con el agonista Via ocurre un cambio estadisticamente significativo aunque relativamente
pequeiio (10-20%) en la respuesta en funcion de la dosis administrada (Ohlstein & Berkowitz,
1986). Este pequefio cambio no tendria lugar cuando los animales no responden a un
tratamiento repetitivo con FE 204038. Por otro lado, en otro estudio donde analizan el efecto
de la norepinefrina en perros sanos también describen un incremento en la diuresis y la
natriuresis sélo en las primeras 24 horas (Hall et al., 1988). Después de estas primeras 24
horas, la excrecién de sodio y el volumen urinario volvieron a los niveles iniciales a pesar del
aumento sostenido en la presion arterial. El animal alcanza un nuevo equilibrio en el influjo
de agua y sodio que es cuantitativamente idéntico a la condicion pre-tratamiento pero que
corresponde en realidad a un cambio en el equilibrio consistente con el aumento de la
presion arterial. En el estudio 2 de la presente tesis, la ascitis de los animales cirrdticos se

evacud en las primeras 24 horas y, al no haber mas un exceso de liquido disponible para su
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eliminacion, los animales alcanzaron un nuevo equilibrio. Al final del tratamiento crénico con
el agonista FE 204038 también se estudié la respuesta a la terlipresina. El efecto
vasoconstictor de la terlipresina fue mucho mas bajo en las ratas con cirrosis y ascitis
tratadas con el agonista en comparacion a los animales que recibieron el vehiculo. Esto
ocurre probablemente debido a multiples factores, por ejemplo a que el receptor Viade la
AVP estd ocupado por el agonista FE 204038 a lo largo de todo el periodo de tratamiento o
a que existe una atenuacion (no eliminacién) de la respuesta del receptor Via de la AVP.
Ademas del efecto diurético y natriurético, la administracién continuada del agonista FE
204038 mejor¢ significativamente el rendimiento cardiovascular caracterizado por cambios
en el gasto cardiaco y en la RVS. La mejora en estos pardmetros cardiovasculares representa
un efecto importante para esta enfermedad y probablemente ocurre gracias a la

redistribucion del liquido intravascular hacia el compartimento central.

El hecho de que los receptores Vi, de la AVP se encuentren en gran parte en el musculo
liso vascular (Petersen, 2006) nos llevé a querer investigar los efectos vasculares inducidos
por el agonista de este receptor en las ratas con cirrosis. Para ello utilizamos un array de
expresion génica especifico para rata y analizamos las vias de sefializacién que regulan la
vasoconstriccidén y vasodilatacidon de los vasos sanguineos en respuesta a varios estimulos.
Este array incluia genes de varias familias implicadas en el tono vascular y en la regulacién
de la presién arterial, en la contraccion y relajacién del musculo liso vascular, en las miosina
cadena ligera kinasas, en el sistema renina-angiotensina, en la sefializacién y metabolismo
del éxido nitrico, en la regulacién osmatica y la respuesta hipodxica, en el transporte de iones,
en el metabolismo lipidico, y en la sefializacion mediada por segundos mensajeros. Uno de
los territorios que analizamos en el estudio 2 fue la vasculatura arterial de las ratas con
cirrosis y para ello examinamos una de las arterias principales: la aorta toracica. De los 84
genes que incluia el array, 4 se encontraron sobre-expresados y 5 infra-expresados en los
animales cirréticos. Los genes sobre-expresados estan implicados en el control del tono
vascular (sintasa de oxido nitrico 3/endotelial, receptor tipo B de la endotelina) y en la
presion arterial (guanosina trifosfato ciclohidrolasa 1, polipéptido a relacionado con el gen
calcitonina), mientras que los infra-expresados intervienen en la sefializacién del éxido
nitrico (NOSTRIN), en la regulacién del tono vascular (receptor de la apelina, receptor 2 de la

bradiquinina), en la cadena ligera de las quinasas (cadena ligera de la quinasa 3), y en la
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contraccion del musculo liso (receptor adrenérgico alPB). Este resultado coincide con
estudios previos que analizaron topograficamente la expresién individual del RNA mensajero
de estos genes. El otro territorio vascular analizado fue la circulacidon esplacnica por su
implicacion en la patogénesis de la cirrosis descrita anteriormente, y en este caso analizamos
el mesenterio. Observamos que el patron de expresiéon génica en el mesenterio es
claramente diferente al patron observado en la vasculatura arterial de las ratas con cirrosis.
De hecho, aunque muchos transcritos alterados coinciden en ambos territorios (receptor B
de la endotelina, guanosina trifosfato ciclohidrolasa 1, receptor adrenérgico alP y cadena
ligera de la quinasa 3), algunos genes se sobre-expresaron Unicamente en el mesenterio
(receptor Via de la vasopresina, endotelina 1, adrenomodulina, receptores 1 y 2 de la
bradiquinina, canal de sodio no-dependiente de voltaje 1y). Muchos de estos ultimos genes
estan implicados en la vasoconstriccidn. Estos ultimos resultados concuerdan con estudios
anteriores que observan una expresién diferencial de genes relacionados con la regulacién
del tono vascular en funcién del 6rgano analizado en la cirrosis. En uno de ellos, indican que
existe expresion de la iNOS en la vasculatura de ratas cirréticas con ascitis a diferencia de las
controles pero en mayor medida en el territorio mesentérico, ademas describen una sobre-
expresion de eNOS en la aorta (Morales-Ruiz et al., 1996). La expresion de eNOS también
puede variar en la progresidn de la enfermedad hepatica, siendo mayor en el mesenterio de
animales cirréticos con ascitis (Angeli et al., 2005). De la misma manera, en este estudio
observamos que el receptor Vi de la vasopresina estd sobre-expresado en el mesenterio, y
no en la aorta, de las ratas con cirrosis. Este resultado lo confirmamos también a nivel
proteico de modo que en el tejido mesentérico de los animales cirrdticos encontramos una
mayor cantidad de este receptor. El segundo estudio de esta tesis ha sido el primero en
describir un aumento de la expresidon del receptor Vi, de la vasopresina en el territorio
vascular espldcnico de ratas con cirrosis. Este hecho explicaria el preferente efecto
vasoconstrictor a nivel esplacnico de la vasopresina, de los andlogos de la vasopresina y de

los agonistas del receptor Viade la vasopresina en la cirrosis.
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A partir de los resultados obtenidos en los dos estudios que conforman esta tesis doctoral,

se puede concluir que:

1. La biodistribucién de las nanoparticulas de éxido de cerio (CeO2NPs) en las ratas con
fibrosis hepatica es similar a la observada en estudios previos con animales sanos.
Confirmando por tanto, que el higado es uno de los 6rganos con mayor deposicion de

CeO;,NPs.

2. En el higado fibrético las CeO;NPs se localizan en el parénquima hepatico,

concretamente en el citoplasma de los hepatocitos y en los lisosomas.

3. El tratamiento con CeO;NPs es suficiente para disminuir la esteatosis y los
biomarcadores séricos de dafio hepatico. Estos cambios positivos también se asocian a una

reduccion de la hipertensidn portal en los animales con fibrosis hepatica.

4. La administracién de CeO;NPs consigue disminuir la activacién de las CHE, el infiltrado

inflamatorio y la apoptosis de los higados fibréticos.

5. El tratamiento con CeO;NPs también reduce la sobreexpresién de genes tanto
inflamatorios como relacionados con el metabolismo del estrés oxidativo y del RE en el higado

de las ratas con fibrosis hepatica.

6. Las CeO;NPs protegen a los hepatocitos humanos (células HepG2) incubados en un

ambiente oxidante al reducir significativamente las ROS.

7. El agonismo parcial del receptor Vi, de la vasopresina reduce la presién portal de

manera dosis dependiente sin afectar la hemodinamica sistémica en las ratas cirréticas con

ascitis.
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8. El tratamiento crdénico con el agonista parcial del receptor Vi, de la vasopresina mejora
la funcidn excretora renal al aumentar el volumen urinario y la excrecion renal de sodio en

animales con cirrosis y ascitis.

9. La mejora de la funcién renal excretora debida a la administracion del agonista del
receptor Vi, de la vasopresina se asocia a la reduccion o a la desaparicion total de ascitis en

las ratas con cirrosis descompensada.

10. Existe un aumento de la expresion del receptor Vi, de la vasopresina en el territorio

mesentérico de las ratas con cirrosis y ascitis.

11. Globalmente y segun los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se puede
concluir que la hipertension portal puede ser tratada, en funcidn del estadio de la enfermedad
hepatica, mediante dos novedosas y prometedoras estrategias terapéuticas. Por un lado, las
nanoparticulas de CeQO; a través de sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios pueden
prevenir y/o reducir de forma secundaria la presion portal en animales con fibrosis
compensada. Asi es como la aplicacién de la nanotecnologia en el campo de la medicina
podria ser una nueva estrategia para tratar en el futuro las enfermedades hepaticas crénicas.
Por otra parte, en la cirrosis descompensada hay un aumento de los receptores Vi, de la
vasopresina a nivel esplacnico. El agonismo parcial de estos receptores permite reducir la
hipertension portal al tener un efecto vasoconstrictor en el mesenterio, movilizando el liquido
intravascular hacia la circulacién central e incrementando la excrecién de sodio y agua. Por
tanto, estos resultados apoyan la hipdtesis de que disefiar o seleccionar farmacos con efecto
vasoconstrictor especificos para ciertos territorios vasculares es también una buena

estrategia para tratar hipertension portal que tiene lugar en las enfermedades hepaticas.
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ANEXO 1:

Biodistribucion in vivo de nanoparticulas de 6xido de hierro (FesOsNPs) en ratas con

fibrosis hepatica inducida por inhalacién de CCla.

Basal 30 min

uswopqy

oigaliad

Mediante resonancia magnética se obtuvieron imagenes axiales de la zona abdominal y
del cerebro antes (Basal) y después de administrar de forma intravenosa Fe304NPs (30 min)
a ratas con fibrosis hepatica. El higado (H), el bazo (B) y, en menor medida, el rifidn (R)
pierden intensidad de sefal después de administrar las nanoparticulas, indicando los sitios
donde hay acumulacién de FesO4NPs. Sin embargo, no se observaron cambios de intensidad

en el cerebro.

A diferencia de las CeO,NPs, las Fe3O4NPs tienen propiedades paramagnéticas, y esto se
debe a que la acumulacién del hierro en los tejidos provoca distorsiéon local en los campos
magnéticos, con una disminucion de la sefial en los érganos afectados de forma proporcional
a la cantidad de hierro depositado. Se sabe que la biodistribucidn de las nanoparticulas
depende principalmente de su tamafiio, superficie y carga superficial. En este este caso, se
utilizaron Fes04NPs con una morfologia similar a la de las CeO,NPs utilizadas en el estudio 1

de la presente tesis. De manera que después de su administracidén intravenosa en ratas con
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fibrosis hepatica, estas nanoparticulas se recubrieron de albimina adquiriendo una superficie

y carga similar a la observada con las CeO;NPs.
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