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I. EL ENDOTELIO

1. CARACTERISTICAS GENERALES

El endotelio cubre la superficie interna de toda la vasculatura y regula una gran variedad
de respuestas biologicas y funciones fisioldgicas del organismo a través de la
produccion y liberacion de multiples sustancias (1).

Histoldgicamente, el endotelio es una unicapa de 10-50um de espesor, formada por
células poligonales orientadas longitudinalmente en direccion al flujo sanguineo, que
muestra una marcada heterogeneidad tanto en aspectos estructurales y funcionales como
en marcadores proteicos y en respuesta a factores de crecimiento. Esta heterogeneidad
se observa a diferentes niveles: entre 6rganos, entre zonas de un mismo organo y entre

células endoteliales (CEs) micro- y macrovasculares (2).

1.1 Estructura

El endotelio puede ser continuo, discontinuo, fenestrado o no fenestrado. El endotelio
continuo forma una capa ininterrumpida alrededor de toda la circunferencia del vaso y
se encuentra en arterias, venas y capilares de cerebro, piel, corazéon y pulmén. El
endotelio continuo fenestrado presenta poros transcelulares de unos 70 nm de didmetro,
llamados fenestras, que se extienden a través de toda la célula endotelial. Esta presente
en zonas caracterizadas por filtracidn incrementada o con mayor transporte
transendotelial, como por ejemplo capilares de glandulas de secrecion interna, mucosa
gastrointestinal, plexo coroideo, glomérulos y algunos tabulos renales. El endotelio
discontinuo presenta fenestras mas amplias (de 100-200 nm de diametro) y una ldmina
basal discontinua, lo que aumenta el intercambio entre la sangre y el tejido. Se

encuentra en los lechos vasculares sinusoidales, principalmente en el higado.
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Las CEs presentan dos tipos principales de uniones intercelulares, las tight junctions y
las adherens junctions. Las tight junctions constituyen una barrera de transporte entre
las CEs y ayudan a mantener la polaridad celular. En la microvasculatura, estas uniones
son mas estrechas en las arteriolas que en los capilares. En las vénulas son ain mas
débiles para facilitar la extravasacion de los leucocitos durante la inflamacion. Ademas,
las CEs estan dotadas de elementos estructurales importantes para la via endocitica
(invaginaciones, vesiculas recubiertas de clatrina, lisosomas) y estan implicadas en el
transporte por transcitosis (caveolas y organulos vesiculo-vacuolares), que permite

transferir macromoléculas a través del endotelio (3).

1.2 Funciones
Las CEs llevan a cabo diferentes funciones, muchas realizadas por tipos especificos de
vasos sanguineos o lechos vasculares (3):
e Regulan la permeabilidad y el transporte de macromoléculas.
e Mantienen la homeostasis tisular y regulan los mecanismos de coagulacion.
e Participan en la inmunidad innata y adquirida.
e Controlan el trafico leucocitario.
e Regulan el tono vascular.
¢ Sintetizan sustancias del tejido conjuntivo.
e Participan en el metabolismo lipidico.
e Regulan la proliferacion y la muerte celular.
Aquellas funciones mas estrechamente relacionadas con la presente tesis doctoral son

detalladas a continuacion.
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2. REGULACION DE LOS MECANISMOS DE COAGULACION

Una de las principales funciones del endotelio es mantener la sangre en un estado fluido
con un correcto balance entre factores procoagulantes y anticoagulantes. Entre los
factores procoagulantes, las CEs sintetizan tissue factor, plasminogen activator
inhibitor (PAI)-1, von Willebrand factor (VWF) y protease activated receptor. Entre los
factores anticoagulantes, las CEs expresan fissue factor pathway inhibitor (TFPI),
trombomodulina (TM), endothelial protein C receptor (EPCR), tissue-type plasminogen
activator (t-PA), ecto-ADPase, 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y producen
prostaciclina y heparano. Todos estos factores estan distribuidos de forma irregular a lo
largo la vasculatura. El endotelio es capaz de cambiar el balance hemostatico en funcién
de las sefiales extracelulares y de las vias de sefializacion y mecanismos de regulacion

de la expresion génica activos en los diferentes subtipos celulares (4).

2.1 La Trombomodulina (TM)

La trombomodulina (TM) es una proteina integral de membrana que se expresa de
forma constitutiva en la superficie de las CEs. Funciona como cofactor de la trombina
en la activacion de la proteina C que, inactivando por proteolisis los factores V y VIII,
tiene un rol anticoagulante (5). Ademas, el complejo TM/trombina reduce la fibrinolisis
activando el thrombin-activable fibrinolysis inhibitor (TAFI) en el plasma (6). El
dominio N-terminal (lectin-like-domain) de la TM presenta actividad antiinflamatoria,
reduciendo la activacion de las CEs y la adhesion leucocitaria. Abeyama et al. (7)
demostraron que este dominio puede unirse a la proteina high mobility group box
(HMGB)1, inhibiendo sus propiedades proinflamatorias (Figura 1).

La liberacién de moléculas solubles de TM de la superficie celular es considerada indice

de dafio endotelial y/o de elevado furnover del endotelio (8).
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Figura 1. Mecanismos de acciéon y funciones de la trombomodulina (Esmon C,
Nature Medicine 2005).

3. REGULACION DEL TONO VASCULAR

Las CEs sintetizan una serie de moléculas vasoactivas destinadas a mantener el tono
vascular y la perfusion. Entre estas sustancias destacan factores vasoconstrictores como
la angiotensina II (Ang II), la endotelina-1 (ET-1), el tromboxano A2 (TXA;), los
isoprostanos o la uridina, y factores vasodilatadores como la bradiquinina, la
prostaciclina (PGl,), el o6xido nitrico (NO), la adenosina, la acetilcolina o el péptido
natriurético C (CNP). Las sustancias vasoactivas actuan de forma coordinada para
mantener la funcion normal del endotelio, ejerciendo un mecanismo de apoyo cuando

una de las vias no funciona correctamente (9).
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3.1 El oxido nitrico (NO)

El NO es una molécula gaseosa hidrofoba con una vida media de 3-5 segundos,
involucrada en importantes procesos bioldgicos, como la vasodilatacion, la
neurotransmision, la citotoxicidad, la apoptosis, la defensa contra agentes patogenos y
la inhibicién de la coagulacion y de la agregacion plaquetaria (10).

La oxido nitrico sintasa (NOS) es una enzima con actividlad NADPH dependiente
responsable de la produccion de NO a partir de L-arginina. Existen tres isoformas de
esta enzima: la isoforma neuronal (nNOS o NOSI), la inducible (iNOS o NOS2) y la
endotelial (eNOS o NOS3). La nNOS es una enzima dependiente del complejo calcio-
calmodulina que produce NO a concentraciones bajas (nM) y se expresa principalmente
en tejido neuronal, musculo esquelético y mdacula densa. La iNOS, en cambio, se
expresa en macrofagos, hepatocitos, células hepaticas estrelladas (CHEs) y otros tipos
celulares tras su induccion por LPS u otras citoquinas proinflamatorias. Esta isoforma
sintetiza elevados niveles de NO independientemente de estimulos mecénicos o
hemodindmicos. La eNOS es la isoforma mdas sensible a las concentraciones
intracelulares de Ca®", se expresa constitutivamente de forma mayoritaria en las CEs y
puede ser inducida por estimulos como el estrés de rozamiento (o shear stress), los
estrogenos, el VEGF, la acetilcolina, la bradiquinina u otros agonistas de receptores
acoplados a proteinas G (11). Estos estimulos determinan un aumento de la
concentracion intracelular de Ca®’, activacion de la eNOS y produccion de NO, que
difunde a las células musculares adyacentes (o CHEs en el higado) y activa la guanilato
ciclasa soluble. La guanilato ciclasa convierte la guanosina trifosfato en guanosin
monofosfato ciclico (GMPc). El acumulo de GMPc promueve la fosforilacion de
diferentes substratos mediada por la cGMP-dependent protein kinase (PKG), lo que

permite modular, entre otros procesos, la relajacion celular. La produccion basal de NO,
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debida a las fuerzas hemodinamicas de la sangre y al estiramiento pulsatil de las paredes
vasculares, es importante para mantener el tono y el estado antiaterogénico del endotelio
(12). Ademas, la actividad de la eNOS es finamente regulada a nivel post-
transcripcional y post-traduccional. Entre las modificaciones post-traduccionales
destacan la fosforilacion en los residuos de serina, treonina y tirosina (13) y las

interacciones proteina-proteina, como la caveolina-1 (14) (Figura 2).

Lumen

K eceplor sigﬂ.al i1|g
{(VEGF, shear stress, others)

Figura 2. Regulacién del Oxido Nitrico en los sinusoides hepaticos. Los estimulos
extracelulares modulan la expresiéon y la actividad de eNOS a diferentes niveles,
incluyendo la trascripcion, la estabilizaciéon del mRNA y las modificaciones post-
traduccionales. EL NO, generado por la eNOS por la conversion de la arginina a
citrulina, ejerce sus efectos paracrinos sobre las células hepaticas estrelladas
adyacentes a través de la activacion de la PKG, la nitrosilacién de proteinas y la
formacion de peroxinitritos. (Langer DA and Shah VH, J. of Hepat. 2006).

4. ACTIVACION DE LAS CEs
Durante un proceso de inflamacién aguda, se observa el répido reclutamiento de
neutrdfilos en respuesta a la que se suele llamar activacion de las CEs. Este fenomeno

de activacion prevé la adquisicion de nuevas capacidades por parte de las CEs y consta
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de dos fases diferenciadas: una rapida que es independiente de la expresion génica de
novo (activacion de tipo I) y una fase mas lenta que depende de la expresion génica
(activacion de tipo II) (15).

El trafico de leucocitos desde la sangre a los tejidos incluye diferentes etapas: adhesion
inicial, rodamiento, adhesion y transmigracion. En las dos primeras etapas estan
implicadas las glicoproteinas de membrana llamadas selectinas. El endotelio expresa las
selectinas P y E, los leucocitos la selectina L. La P-selectina se expresa de forma
constitutiva y se acumula en los cuerpos de Weiber-Palade, asi puede ser liberada en
pocos minutos en respuesta a la activacion de tipo I. La E-selectina se sintetiza de novo
en respuesta a la activacion endotelial por parte de LPS, IL-1 o tumor necrosis factor
(TNF)-a (16).

A continuacién, las integrinas de los leucocitos se unen a las moléculas de adhesion
expresadas por el endotelio activado como intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 y
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1. VCAM-1 se sintetiza de novo en respuesta
a la estimulacion por IL-1 o TNF-a y se une a las integrinas ouf; y ouf7; (17). La
expresion de ICAM-1 e ICAM-2 es constitutiva aunque pueda aumentar en respuesta a
citoquinas, ambas se unen a las integrinas CD11/CD18, Mac-1 y LFA-1 (18, 19).

Los mecanismos de transmigracion son menos conocidos. Parece que involucren CD99
y CD31 (PECAM-1) que, a parte, estimula la movilizacion de algunas integrinas a la
superficie de los leucocitos y la expresion de MMP-9 aumentando la direccionalidad de
los leucocitos (19).

Cuando la reaccién inflamatoria no puede erradicar el estimulo que la provoca, se activa
una respuesta inmune adaptativa que determina la evolucidn del proceso inflamatorio a
un estado cronico. En este proceso las CEs participan presentando antigenos a las

células T memoria y efectoras (20).
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5. MODULACION BIOMECANICA DEL FENOTIPO DE LAS CEs

Las CEs son sensibles a las fuerzas hemodinamicas generadas por el flujo sanguineo.
En respuestas agudas al flujo pueden liberar potentes moléculas vasoactivas, en cambio,
en las crénicas se observa un cambio en el fenotipo funcional a través de la regulacion
de diversos programas transcripcionales. El flujo sanguineo puede ser mas o menos
complejo en las distintas regiones vasculares, cambiando de laminar (en un rango de
shear stress de 5-15 dynes/cm?®) a turbulento. Las turbulencias del flujo sanguineo a
nivel de bifurcaciones y curvas de los vasos determinan un aumento de la permeabilidad
a macromoléculas y de la expresion de moléculas de adhesion, reclutamiento de los
leucocitos, acumulacion de lipoproteinas y dafio de las CEs. De hecho, hace algin
tiempo se demostrd que distintos tipos de shear stress se relacionan perfectamente a
regiones del endotelio mds o menos susceptibles al desarrollo de lesiones
aterosclerdticas. Ademas, en las regiones de flujo turbulento se pierde la forma y el
alineamiento ordenado de las CEs (y de sus nucleos) en la direccion del mismo,
caracteristicos de las regiones de flujo laminar (21, 22).

Varios estudios se han centrado en identificar los genes endoteliales regulados por el
shear stress, hallandose los genes codificantes de moléculas de adhesion como VCAM-
1, ICAM-1, factores de crecimiento como PDGF-A y PDGF-B, superéxido dismutasa
(SOD), ciclooxigenasa (COX)-2 y eNOS (23-25). Mucha atencién se ha puesto también
en la modulacidon biomecanica de la expresion y activacion de factores de transcripcion
como c-fos, Egr-1 y NF«kB (26-28).

Dekker et al en 2005 (29) demostraron la importancia del factor de transcripcion
Kruppel-like factor (KLF)2 en la regulaciéon del fenotipo endotelial flujo-dependiente,
observandose que el knockdown de esta proteina prevenia la induccion de eNOS y la

reduccion de la ET-1 mediadas por el flujo. Un afio mds tarde, Parmar et al (30)

10
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postularon KLF2 como proteina clave en la integraciéon del fenotipo endotelial
dependiente del flujo, revelando que més del 15% de los genes regulados por el flujo

dependen de la induccion de este factor de trascripcion.

5.1 Kruppel-like factor 2 (KLF2)

Los KLFs son una subclase de las zinc finger proteins que regulan el crecimiento
celular y el desarrollo tisular (31). Tipicamente, se unen a las GC box o a las secuencias
CACCC de los promotores de los genes diana regulando su expresion. KLF2 (Figura 3),
uno de los miembros de esta familia, se expresa principalmente en el endotelio y es
necesario para el correcto desarrollo de los vasos (32, 33). Ademas, se ha demostrado
que la expresion de KLF2 confiere al endotelio un fenotipo antiinflamatorio (reduciendo
por ejemplo la expresion de moléculas de adhesion como la E-selectina y VCAM-1) y
antitrombdtico (induciendo por ejemplo la expresion de la TM) e induce la liberacion de

vasodilatadores como el NO (30, 34-36) (Figura 4).

Figura 3. Estructura del Kruppel-like factor 2. KLF2 es una proteina de 354aa.
Presenta en el extremo N-terminal un dominio de transactivacion y uno de represion
para regular la expresion génica, en el C-terminal tres Cys2/His2 zinc finger para la
union al DNA (Adaptada de Atkins and Jain, Circ. Res. 2008).

Tanto in vivo como in vitro, la expresion de KLF2 es flujo-dependiente. Las regiones
vasculares expuestas a shear stress laminar expresan altos niveles del factor de
trascripcion, que confiere resistencia a la aterosclerosis; dicha expresion no se observa

en las regiones atero-sensibles expuestas a shear stress no laminar. Los mecanismos que

1
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enlazan las fuerzas hemodindmicas a la expresion de KLF2 prevén la
fosforilacidon/activacion del pathway mitogen-activated protein kinase 5S/extracellular
signal-regulated kinase 5/myocyte enhancer factor 2 (MEKS5/ERKS/MEF2), siendo
MEF2 capaz de unirse al promotor del gen de KLF2 e inducir su transcripcion (29, 36,
37). Huddleson et al (38, 39) han demostrado que también p300/CBP-associated factor
(PCAF), heterogeneous nuclear ribo-nucleoprotein D y nucleolina son proteinas
reguladoras de la expresion de KLF2. A parte, el flujo prolongado es capaz de
estabilizar el mensajero de KLF2 a través del pathway de la fosfoinositol 3-quinasa
(PI3K) (40). Por el otro lado, los estimulos proinflamatorios pueden inhibir la expresion
de KLF2 en las CEs a través de las vias de NF«B y de la histone deacetylase (34, 37,

41) (Figura 4).

Summary of key KLF2 targets

o—inflammatory
B VCAM-1, E-selectin
# eNOS

o—thrombotic
B PAI1, TF
T ™M, eNOS, tPA

Vasodilatory
RET1
¥ CNP, eNOS, ASS

o-angiogenic
B VEGFR2
# SEMA3F

Figura 4. Regulacién y funciones de KLF2 (Atkins and Jain, Circ. Res. 2008).

12
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6. EL ENDOTELIO HEPATICO

El higado recibe la sangre desde la arteria hepatica, que proporciona sangre oxigenada,
y desde la vena porta, que proporciona sangre poco oxigenada, rica en nutrientes
procedente de varias estructuras abdominales. Tanto la arteria hepatica como la vena
porta desembocan en los sinusoides hepdaticos, que representan la red capilar en el
higado (Figura 5). Después de circular por los sinusoides, la sangre pasa a las vénulas
hepaticas terminales, a la vena hepdtica y, en ultima instancia, abandona el higado via

vena cava inferior hacia la auricula derecha.

Bidireciiong) ~ Fenestrations
maovement \

Hepatocyte -1,
Space of
Disse

Portal s : :
venule - * =4 § Central
& > > B vein

Hepatic 7
Arteriole

Hepalocyte

Figura 5. Los sinusoides hepaticos. Cada hepatocito estd en contacto directo
con la sangre sinusoidal debido a la marcada porosidad de las paredes de los
sinusoides (adaptada de Aird WC, Circ. Res. 2007b).

Las CEs sinusoidales hepaticas, que aproximadamente constituyen el 50% de las células
no parenquimales del higado, se organizan en un endotelio discontinuo, dotado de

amplias fenestras y sin membrana basal. Otra caracteristica peculiar de los sinusoides

13
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hepaticos es la presencia de macrofagos residentes, las células de Kupffer (CKs), en la
parte luminal del endotelio. Las CKs constituyen el 15%-20% de las células no
parénquimales del higado y el 50% de todos los macrofagos. El espacio que existe entre
los cordones de hepatocitos y la pared del sinusoide se denomina espacio de Disse, y

contiene un sistema de fibras de colageno con funcién de soporte (42) (Figura 5).

14
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I1. DISFUNCION ENDOTELIAL

1. DEFINICION

El término disfuncion endotelial fue propuesto para describir el potencial del endotelio
vascular de pasar de un fenotipo modulable a un fenotipo incapaz de adaptarse, que se
caracteriza por la pérdida o la desregulacion de mecanismos homeostaticos
caracteristicos de las CEs sanas. Las manifestaciones fundamentales de la disfuncion
endotelial suelen incluir reactividad vascular alterada, aumento de la permeabilidad a las
lipoproteinas plasmaticas y de la adhesividad selectiva de leucocitos mononucleares y
complicaciones tromboticas. A nivel celular y molecular, estas manifestaciones de la
disfuncidon endotelial parecen reflejar los cambios moleculares agudos o cronicos que
ocurren en diversas funciones del endotelio, como la disminucion de la produccion de
PGI; y NO, el aumento de la secrecion de quimiocinas, el aumento de la expresion de
moléculas de adhesion leucocitaria, la disminucion de la resistencia celular al estrés
oxidativo o el empeoramiento de la supervivencia celular. Los estimulos
fisiopatologicos que conducen a la disfuncién endotelial son comunes en una variedad
de procesos de respuesta a lesiones, incluyendo las reacciones inflamatorias agudas y
crénicas, cicatrizacion de heridas y angiogénesis. Estos estimulos bioquimicos
normalmente ejercen sus efectos a través de distintos receptores de superficie celular
acoplados a mecanismos efectores (como la reorganizacion del citoesqueleto, la
secrecion de mediadores almacenados, la regulacion de la actividad de las enzimas y la
activacion de la expresion génica) por cascadas de mensajeros secundarios. Ademas de
los mencionados estimulos humorales, las fuerzas biomecanicas generadas por el flujo
de la sangre pueden llevar a disfuncidn endotelial, ya que pueden influir en la estructura
y funcién de las CEs e incluso modular la expresion de genes fisiopatoldogicamente

relevantes (43).
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En condiciones normales, el endotelio es capaz de producir factores vasodilatadores en
respuesta al aumento del volumen de la sangre, de la presion sanguinea o de factores
vasoconstrictores. En diferentes condiciones patologicas (TABLA 1), una de las
consecuencias de la disfuncion endotelial es la alteracion de los mecanismos de

vasodilatacion dependientes del endotelio (44).

TABLA 1. Adaptada de Verma and Anderson, Circulation 2002

Condiciones patologicas asociadas a disfuncién endotelial Aterosclerosis, hipercolesterolemia, high LDL-C, Jlow HDL-C,
hipertension, edad avanzada, vasculitis, sindrome metabdlico, diabetes,
isquemia-reperfusion, postmenopausia, infecciones, depresion, obesidad,
fallo renal, angina de Prinzmetal, bypass cardiopulmonar, enfermedad de
Kawasaki, enfermedad de Chagas, insuficiencia cardiaca, hipertrofia
ventricular izquierda.

Estrategias para mejorar la funcién endotelial ACE inhibidores, bloqueadores de los receptores de la Angiotensina,
bloqueadores de la endotelina, estatinas, tetrahidrobiopterina, folatos,
mejorar la sensibilidad a la insulina, reduccion de LDL, aumento de
HDL, antioxidantes, estrogenos, L-arginina, desferoxamina, glutation.

2. DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA HIPERTENSION PORTAL

La hipertension portal es un sindrome que aparece en diversas enfermedades hepaticas y
extrahepdticas, caracterizado por el aumento patoldgico de la presion hidrostatica en el
territorio venoso portal por encima de su valor normal de 1-5 mmHg, lo que origina la
formacién de una extensa red de venas colaterales portosistémicas que derivan parte del
flujo sanguineo portal hacia la circulacion sistémica e impiden su paso a través del
higado. Las complicaciones que se desarrollan como consecuencia de este sindrome,
como la hemorragia por varices esofagicas, ascitis e insuficiencia renal, encefalopatia
portosistémica, alteracion del metabolismo de farmacos y sustancias enddgenas,
hiperesplenismo, sindrome hepatopulmonar e infecciones, constituyen el aspecto clinico

dominante y mas frecuente del proceso hepatico subyacente (45).
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2.1 Fisiopatologia de la hipertension portal

Como en cualquier sistema hidrodindmico, la presion portal viene determinada por la
interrelacion entre el flujo sanguineo portal y la resistencia que se opone al mismo. De
acuerdo con la ley de Ohm, el gradiente de presiéon entre dos puntos (P1 y P2) en un

vaso sanguineo queda definido por la ecuacion:

P1-P2=QxR

En la que, aplicada al sistema portal, P1 - P2 seria el gradiente de perfusion hepatica o
gradiente de presion portal (la diferencia entre la presion portal y la presion de la vena
cava inferior), Q el flujo sanguineo portal y R la resistencia vascular intrahepatica. De
esto se desprende que los dos mecanismos basicos del aumento de la presion portal son
el aumento del flujo sanguineo y el aumento de las resistencias vasculares hepéticas o
una combinacion de ambos.

El aumento de la resistencia al flujo portal constituye el fendmeno fisiopatologico
primario y necesario en el desarrollo de la hipertension portal (46) y puede ser
prehepatico, posthepatico o intrahepatico (47). En la cirrosis hepatica, la principal causa
de hipertension portal en nuestro entorno, el aumento de la resistencia es intrahepatico.
En la hipertension portal intrahepatica el lugar de aumento de la resistencia puede
subdividirse a su vez en presinusoidal, sinusoidal o postsinusoidal. En la cirrosis parece
estar localizado principalmente en los sinusoides. Ello se debe, en parte, a la profunda
distorsion de la arquitectura vascular hepatica causada por la fibrosis, cicatrizacion y
formacion de nddulos (48). Ademas, la trombosis de pequefias vénulas hepaticas y
portales puede aumentar la resistencia intrahepatica (y por tanto la presion portal) y
contribuir a la progresion de la distorsion arquitectural de la cirrosis (49). Estos

trastornos estructurales constituyen el factor mas importante en el aumento de la
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resistencia hepdtica en la cirrosis. Sin embargo, Bathal y Grossmann demostraron en
1985 (50) que aproximadamente el 40% del aumento de la resistencia hepatica en la
cirrosis es dindmico, debido a un aumento del tono vascular intrahepatico, y, por lo
tanto, potencialmente reversible. La presencia de este componente dindmico constituye
la base racional del tratamiento de la hipertension portal con vasodilatadores.

El aumento del flujo sanguineo portal es el resultado de una marcada vasodilatacion
arterial en los érganos esplacnicos que drenan el sistema venoso portal que se debe a
mecanismos neurogénicos, humorales y locales. Los primeros estudios realizados para
determinar las causas responsables del aumento de dicho flujo, evidenciaban el papel de
vasodilatadores circulantes como el glucagon, los acidos biliares, el NO, la PGI,, los
neuropéptidos, la adenosina y otras hormonas gastrointestinales (51, 52). En este
contexto, muchos tratamiento para la hipertension portal van dirigidos a corregir el
aumento del flujo portal a través de vasoconstrictores esplacnicos como los beta-

bloqueadores no selectivos, la vasopresina o la somatostatina (53, 54).

2.2 El componente dinamico de la resistencia intrahepatica

El componente dindmico de la resistencia vascular intrahepatica en la cirrosis es el
reflejo de la existencia de elementos contractiles en el higado, los cuales pueden
modular la resistencia hepatica en respuesta a factores vasoactivos. Se ha demostrado
que en el higado normal los sinusoides hepaticos tienen capacidad contractil, y que los
cambios en la luz sinusoidal predominan en los lugares donde se localizan las células
hepaticas estrelladas (CHEs) (55). Las CHEs, situadas en el espacio de Disse, actiian
normalmente como células de deposito de retinoides y regulan el recambio de la matriz
celular (56). Sus extensiones citoplasmaticas perisinusoidales y sus propiedades

contréctiles permiten que estas células se comporten ademas de manera andloga a los
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pericitos tisulares (57), regulando la microcirculacion a través de la contraccion de los
capilares. La capacidad contractil de las CHEs es especialmente notable en las
situaciones de lesion hepatica. Tras una agresion al tejido hepatico, las CHEs adquieren
un fenotipo “activado”, consistente en una alta capacidad proliferativa, sintética y
contréctil, y se comportan como miofibroblastos (56). Una vez activadas, estas células
responden con contraccidn o relajacion a diversas sustancias vasoactivas (58-61). En la
cirrosis, las CHEs se pueden encontrar también en los septos fibrosos, por lo que su
contraccion, junto con la de miofibroblastos portales, podria generar fuerzas de traccion
en el tejido cicatrizal y, como consecuencia, una disminucion del calibre de vénulas
portales o shunts portohepaticos presentes en estos septos (56), con marcados efectos
sobre la resistencia intrahepatica. En el higado normal se ha demostrado que las vénulas
portales también se contraen en respuesta a la ET-1 (62). La contribucion de dichas
vénulas al aumento de la presidn portal en la cirrosis no esta todavia bien caracterizada.

Independientemente de las estructuras implicadas, diversos vasoconstrictores y
vasodilatadores pueden modificar la resistencia intrahepatica. En el higado cirrético hay
un desequilibrio entre las fuerzas vasoconstrictoras y vasodilatadoras, exhibiendo un
exceso de sustancias vasoconstrictoras y un déficit de produccion de sustancias
vasodilatadoras. Por otra parte, estas alteraciones se ven amplificadas por el hecho de
que, respecto al higado normal, la respuesta de la circulacion hepatica a
vasoconstrictores estd aumentada y la respuesta a los vasodilatadores, disminuida

(figura 6).

2.2.1 Déficit en la produccion de vasodilatadores e hiporrespuesta a vasodilatadores

El higado normal responde a los aumentos del shear stress con un aumento de

produccion de NO (63). Esto permite que el higado normal sea un érgano con una
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compliancia muy elevada que permite grandes cambios en el flujo hepatico. Por lo
contrario, en el higado cirrdtico existe una disfuncion del endotelio vascular
caracterizada por una insuficiente produccion de NO (64-66), una incorrecta adaptacion
al aumento de flujo sanguineo portal que contribuye a aumentar el tono vascular
hepatico y, por lo tanto, al desarrollo y la progresion de la hipertension portal (67). Este

déficit intrahepatico de NO es tanto sinusoidal como postsinusoidal (68).

Disminucion de
vasodilatadores

4 ) e
Aumento de Hiporrespuesta a
vasoconstrictores vasodilatadores
\_ J \_ J
( . N
Hiperrespuesta a
vasoconstrictores
_

Figura 6. Componente dindmico del aumento de la resistencia hepatica en la cirrosis.

Los mecanismos implicados en el déficit de produccion de NO intrahepatico en la
cirrosis no han sido totalmente definidos. La expresion de eNOS en el higado cirrético
se ha encontrado tanto normal (65, 69) como disminuida (70), mientras que la
disminucién de la actividad de la eNOS ha sido un hallazgo constante (64, 65, 70, 71).
Dicha disminucién de la actividad de la enzima se debe a los mecanismos de regulacion
postraduccional. En el higado cirrético se ha descrito, por ejemplo, un aumento de la
expresion de caveolina 1 y una mayor interaccion de ésta con la eNOS (69, 71, 72), y

una disminucion de su fosforilacion dependiente de Akt (73), regulando a la baja su

20



Introduccidon

actividad y la producciéon de NO. Ademds, como las variaciones en las fuerzas
hemodinédmicas observadas en la cirrosis pueden modificar la expresion de KLF2 en las
CEs hepéticas, esto podria estar implicado en las variaciones transcripcionales de la
eNOS.

Por otra parte, la circulacion intrahepatica en la cirrosis responde inadecuadamente al
NO (74). Recientemente se ha demostrado que en el higado cirrdtico existe un déficit en
la degradacion de anidn superdxido (O7,) secundaria a una disminucion de la actividad
de la superdxido dismutasa (SOD). El exceso de O, resultante actuaria como scavenger

de NO y disminuiria su biodisponibilidad (75).

2.2.2 Exceso de vasoconstrictores v hiperrespuesta a vasoconstrictores

En la cirrosis hepatica, tanto la produccion hepatica como las concentraciones
circulantes de diversos vasoconstrictores se encuentran aumentadas (76-79). Por otra
parte, el higado cirrdtico presenta una respuesta aumentada a determinados
vasoconstrictores respecto al higado normal (76, 80-82). Esta respuesta aumentada a
vasoconstrictores estd relacionada con diversas alteraciones: a) aumento en la cantidad
de tejido contractil, debido a la activacion de las CHEs y al aumento de miofibroblastos;
b) déficit de sustancias vasodilatadoras; ¢) aumento de la densidad o cambio de
sensibilidad de los receptores para los vasoconstrictores, y d) produccidon secundaria de
otras sustancias vasoconstrictoras.

La ET-1 es probablemente el vasoconstrictor mas estudiado en la circulacién
intrahepatica. Hay evidencias de que tanto las concentraciones circulantes de ET-1
como su produccion intrahepatica estan aumentadas en la cirrosis (78, 83) y que la ET-1
es capaz de aumentar la resistencia intrahepatica del higado cirrético (84). Los cistenil

leucotrienos son sustancias derivadas del 4cido araquiddnico a través de su metabolismo

21



Introduccidon

por la 5 lipooxigenasa (5-LO) cuya produccién, asi como la expresion de 5-LO, esté
aumentada en el higado cirrdtico (77, 82). Las CKs parecen ser la fuente principal de
leucotrienos en el higado cirrdtico (82, 85). Ademas, el estimulo alfadrenérgico aumenta
el tono vascular hepatico, de forma mas marcada en el higado cirrdtico que en el normal
(80). La hiperrespuesta al agonista alfadrenérgico metoxamina, que conlleva la
liberacion del precursor de prostanoides acido araquidonico, no se explica totalmente
por un déficit en la producciéon de NO por parte del higado cirrdtico. De hecho, tras la
estimulacién con metoxamina, éste responde con un aumento en la produccién de
prostanoides vasoconstrictores derivados de la COX, principalmente tromboxano A,
(TXA;), que amplifican la respuesta vasoconstrictora (76). Mas concretamente, se ha
demostrado que las CEs hepéticas juegan un importante papel al sintetizar elevados
niveles de este vasoconstrictor (86). Por otro lado, la respuesta anormal del higado
cirrdtico al vasodilatador dependiente de endotelio acetilcolina también es consecuencia
de un aumento en la produccidon de TXA, (87). Por lo tanto, la disfuncion endotelial del
higado cirrético no so6lo se caracteriza por una disminucioén de la producciéon de NO,
sino también por un aumento de la produccién de prostanoides vasoconstrictores y una

exagerada respuesta a éstos.

3. DISFUNCION ENDOTELIAL EN EL DANO HEPATICO POR ISQUEMIA-
REPERFUSION

La deprivacion de oxigeno que acontece durante la preservacion de higados para
trasplante (ampliamente descrita en el capitulo III), la trombosis de la arteria hepatica de
los injertos o la interrupcion del flujo portal en las resecciones hepaticas (Pringle
maneuver), es responsable del dafio por isquemia. La lesion por reperfusion representa

un empeoramiento del insulto isquémico debido a la introduccion de sangre oxigenada.
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3.1 Isquemia

Los injertos hepaticos estan expuestos a periodos variables de isquemia fria y caliente
durante la preservacion y la reanastomosis del ducto biliar y de los vasos sanguineos. La
interrupcion del aporte de oxigeno detiene la cadena respiratoria mitocondrial, lo que
comporta una deplecion de adenosine triphosphate (ATP) y la estimulacion de la
glucolisis anaerdbica (88). La acidosis resultante altera la cinética de las enzimas y la
deplecion de ATP provoca la acumulacion de sus productos de degradacion como la
hipoxantina y la xantina. En estas condiciones, las células se ven privadas de la energia
necesaria para mantener la homeostasis, con consiguiente pérdida de gradiente de los
iones de Na" y Ca®" a través de las membranas celulares. La acumulacion del Ca*"
citosdlico activa diferentes sistemas enzimaticos, tales como fosfolipasas y proteasas
implicadas en la respuesta inflamatoria que se desarrollard en la fase de reperfusion. Las
proteasas, tras su activacion, catalizan la conversiéon de la xantina deshidrogenasa
(XDH) a xantina oxidasa (XOD), enzima implicado en la formacion de radicales libres
del oxigeno (ROS) durante la reperfusién. La acumulacion de Na™ provoca edema
intracelular y la consiguiente alteracion en los orgénulos citoplasmaticos y en la
integridad de la membrana pudiendo desencadenar la muerte celular (89-91) (figura 7).
Evidencias experimentales sugieren que las CEs sinusoidales serian mas susceptibles a
la isquemia fria que los hepatocitos (92) ya que conlleva a dafios ultraestructurales que
incluyen una ampliacion del didmetro de las fenestraciones endoteliales, vacuolizacion
celular y denudacion sinusoidal. La separacion de las CEs sinusoidales de su matriz
depende de diferentes proteasas y es un evento clave en el fendémeno isquémico, que en
parte determina la viabilidad del 6rgano (93).

Durante la isquemia caliente, los hepatocitos pueden ser mas vulnerables que las CEs

sinusoidales y las células epiteliales biliares. Este fendmeno depende mas del aumento
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de la actividad de las proteasas no lisosomicas que de la variacion en los niveles de ATP

(94).

Acido’s!s | Deplecién de ATP | Acumqlacién
metabodlica l metabolitos ATP

Alteracion sistemas
ATP-dependientes

|

I [Na+] intracelular <—— Bombas —_— I [Ca2+] citosdlico
transportadoras

Activacion
fosfolipasas

Edema

intracelular

y proteasas

Figura 7. Resumen de mecanismos moleculares derivados de la
deprivacion de aporte de O, durante la isquemia.

3.2 Reperfusion

La reperfusion del higado previamente isquémico inicia toda una serie de fendmenos
inflamatorios en los que estd implicado el endotelio.

La lesion por reperfusion ocurre de forma bifasica (95-96). La fase inicial tiene lugar en
las primeras horas de reperfusion (< 6 h) y se caracteriza por la activacion de las CKs y
la siguiente liberacion de ROS (principalmente anion superoxido y peroxido de
hidrégeno) en el espacio vascular, que determina acimulo de granulocitos y fallo de la
microcirculacion mediado por citoquinas (97). La produccion intracelular de ROS por el
sistema XDH/XOD y por la mitocondria también contribuye a la lesion de I/R (98, 99).

Datos experimentales indican que los ROS estimulan la secrecion de factor activador de
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plaquetas (PAF), interleuquinas y TNFa por parte de las CEs y de los monocitos y
pueden modular, en hepatocitos y CEs, la actividad de kinasas y de factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes proinflamatorios como el factor nuclear
(NF) kB, el activador de proteinas (AP)-1 y hipoxia-inducible factor (HIF)-1 (100-103).
En esta fase inicial de reperfusion se produce un desequilibrio entre los factores
vasoconstrictores (ET-1, TXA;) y vasodilatadores (NO, PGI,) liberados al espacio
vascular sinusoidal, determinando la vasoconstriccion de los sinusoides hepaticos y
exacerbando el dafio isquémico tras reperfusion.

La reduccion de la biodisponibilidad de NO se deberia a: a) reduccion de los niveles de
cofactores necesarios para su sintesis (NADPH y oxigeno); b) reduccion de los niveles
de L-arginina por degradacion de la arginasa liberada; c) inhibicion de la eNOS; d)
inactivacion del NO por parte del O, (104). La inhibicion de la eNOS aumenta el fallo
microcirculatorio mientras que la suplementacién con NO ejerce un papel protector en
la lesion por I/R regulando el didmetro sinusoidal, reduciendo la adhesion leucocitaria y
la agregacidn plaquetaria y haciendo de scavenging de los ROS (105, 106).

La reperfusion de los higados se acompafia, también, de liberacion de ET-1 que, ademas
de su actividad vasoconstrictora, puede inducir la liberacién de citoquinas
proinflamatorias (107). La inhibicién de la actividad o la reduccién de los niveles de
ET-1 pueden reducir el fallo microcirculatorio y el dafio tisular (108, 109). Ademas, se
ha demostrado que la reperfusion de higados de ratas preservados en frio lleva a un
aumento de la presién portal que puede ser antagonizado mediante la infusién del
antioxidante glutation (110). Parece que las prostaglandinas y la protein kinase C (PKC)
estén implicadas en esta constriccion sinusoidal mediada por ROS (111) pero aun faltan

por esclarecer los mecanismos y el papel de otros vasoconstrictores.

25



Introduccidon

Otro componente importante en el desarrollo de la disfuncion vascular durante la fase
inicial de la reperfusion es la activacion local del complemento, que lleva a la formaciéon
de productos quimiotacticos y citotdxicos que favorecen la activacién de las CKs, la
acumulacién de plaquetas y neutrofilos y que pueden tener efecto citolitico directo (112,
113). La adhesién de las plaquetas a las CEs sinusoidales puede producir su muerte por
apoptosis y contribuir de este modo a la disfuncion hepatica (114, 115).

La fase tardia, segunda fase del dafio por reperfusion, comienza después de 6 horas de
reperfusion y se prolonga durante algunos dias. Se caracteriza por la lesion inflamatoria
provocada por la infiltracion masiva de neutréfilos desde el endotelio vascular hasta el
parénquima hepatico y la liberacion de mediadores citotoxicos, principalmente ROS y
proteasas (116, 117). La acumulacién de neutréfilos activados en el tejido hepatico es
facilitada por la expresion de moléculas de adhesion y por la denudacién de los
sinusoides e induce numerosas respuestas proinflamatorias: liberaciéon de quemoquinas
por parte de las CEs y de los hepatocitos, activacion de macréfagos y produccion de
citoquinas proinflamatorias por parte de las CKs (118-120).

Debido a algunas caracteristicas histologicas, durante mucho tiempo se ha asumido que
la lesidn hepatica por reperfusion era una lesion de tipo necrotico. Sin embargo, varias
evidencias han indicado que tanto en los higados que han sufrido isquemia fria que en
los que han sufrido isquemia caliente, las CEs sinusoidales y los hepatocitos pueden

morir rapidamente por apoptosis tras la reperfusion (121, 122).

26



Introduccidon

III. EL TRASPLANTE HEPATICO

1. ASPECTOS GENERALES

El trasplante esta indicado en las enfermedades hepaticas progresivas en las que no sean
posibles otras medidas terapéuticas y en las que la supervivencia esperada al afio sea
inferior a la que se conseguiria con el trasplante (123). Las indicaciones mas comunes
son la cirrosis secundaria a infeccion crénica por el virus de la hepatitis C y la cirrosis
alcohdlica. En nifios, la indicacion principal suele ser la atresia biliar. Otras
enfermedades hepaticas susceptibles de ser tratadas con trasplante comprenden cirrosis
causada por el virus de la hepatitis B, hepatitis autoinmune, colangitis esclerosante
primaria, carcinoma hepatocelular, enfermedades metabdlicas (como la enfermedad de
Wilson o la hemocromatosis hereditaria) e insuficiencia hepatica aguda y grave (123,
124).

Pese a las mejoras introducidas en la técnica del trasplante hepatico, todos los higados
sufren dafio por I/R durante la intervencion quirirgica. Este fendmeno es, en la
actualidad, la principal causa tanto del mal funcionamiento inicial como del fallo
primario del injerto hepatico (FPI), caracterizado por instabilidad hemodindmica, fallo
renal, acidosis, coagulopatia, hipotermia, hipoglicemia y/o pérdida de la producciéon de
bilis (91, 125).

Tras la intervencidn quirurgica, el higado sufre un periodo de disfuncion que puede ser
reversible. Si no logra recuperarse, la disfuncion desemboca en el FPI, que puede causar
la muerte del paciente a menos que éste sea retrasplantado urgentemente (126). El FPI
es responsable del 81% de los retrasplantes durante la primera semana tras la
intervencidén quirurgica (Organizacion Nacional de Trasplante). Estos datos de

disfuncion primaria que ocurren en higados sanos ain son mayores cuando el injerto es
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esteatdsico o proviene de donante cadavérico (higados marginales), agravando la
escasez de donantes en los bancos de drganos (127, 128).

La mayoria de los organos para trasplante procede de donantes por muerte cerebral,
aunque el uso de 6rganos de donantes por muerte cardiaca esta en aumento (129). La
falta de donantes es, actualmente, la principal limitacion del trasplante hepatico.
Aunque, segun la Organizaciéon Nacional de Trasplante, Espafia tiene una de las
mayores tasas de donantes de 6rganos a nivel mundial, solo un 40% de las personas en
lista de espera recibe un 6rgano antes de tres meses y, lamentablemente, un 7-8% de los
pacientes que entran en lista fallecen durante la espera. Esto obliga a la expansion de los
limites en la obtencidn de los 6rganos a higados marginales y segmentos de higados de

donante vivo (130, 131).

2. PROCEDIMIENTO DE TRASPLANTE HEPATICO

El procedimiento estandar para el trasplante hepatico se inicia con la extraccion del
higado del donante (o parte de éste). Para los donantes por muerte cerebral, la diseccion
de las estructuras vasculares mayores y la movilizacion del o6rgano se realiza
prioritariamente en caliente, antes de la heparinizacion, clamping de la aorta y lavado
con una solucién de preservacion fria. En los donantes por muerte cardiaca el
procedimiento de obtencion del érgano se realiza prioritariamente en frio, con clamping
rapido de la aorta y siguiente lavado. A continuacion, el higado es extraido del donante
y colocado en solucién de preservacion a bajas temperaturas (2-4° C), con la finalidad
de ralentizar el metabolismo hepatico hasta su posterior implante en el receptor. Tras
este periodo de isquemia fria, el 6rgano es sometido a un periodo de isquemia caliente,
que se prolonga desde que el 6rgano es situado en la cavidad abdominal del receptor

hasta que se restablece el flujo sanguineo en el higado trasplantado. Es decir, este
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periodo de isquemia caliente corresponde al tiempo empleado en realizar la anastomosis
de los vasos sanguineos hepaticos en la intervencion quirtrgica. Después de la
reperfusion se realizan las anastomosis del ducto biliar. Al restablecerse el flujo
sanguineo en el drgano comienza la fase de reperfusion (132). En el capitulo II de la
introduccion de esta tesis se ha recopilado los datos de la literatura sobre los principales

mediadores y mecanismos implicados en la lesion hepatica por I/R.

3. ESTRATEGIAS PARA PREVENIR LA LESION POR ISQUEMIA-
REPERFUSION ASOCIADA A LA PRESERVACION DE INJERTOS
HEPATICOS PARA TRASPLANTE

El desarrollo de estrategias encaminadas a minimizar los efectos adversos del proceso
de I/R en el trasplante hepatico podria, por un lado, aumentar el nimero de dérganos
disponibles para el trasplante (al permitir la utilizacién de los higados marginales) y, por
otro, aumentar el nimero de pacientes que se recuperen exitosamente tras un trasplante
hepatico, reduciendo asi el nimero de retrasplantes y evitando el desaprovechamiento
de organos. En definitiva, la reduccion o abolicion del dafio por I/R conllevaria un
marcado aumento del nimero de trasplantes hepaticos con prondstico favorable,
reduciendo listas de espera y mortalidad.

A continuacion, se detallan las principales estrategias desarrolladas para reducir la

lesion por I/R.

3.1 Preservacion en frio y soluciones de preservacion
Una de las primeras estrategias aplicadas para reducir la lesion de I/R fue la reduccién
de la actividad metabolica por enfriamiento del drgano a 2-4°C. Mediante esta estrategia

la actividad metabdlica residual es del 10-12% y se puede preservar el higado para el
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trasplante durante unas 12 horas antes de la reperfusion (en comparacién con o6rganos
conservados a temperatura ambiente que tan solo toleran 1 hora) (133).

El enfriamiento del érgano implica la utilizaciéon de soluciones de preservacion, por lo
que muchas estrategias se han encaminado a mejorar las soluciones de preservacién con
el objetivo de extender el periodo de tiempo de preservacion y reducir los efectos
negativos de la hipotermia sobre el 6rgano. Como resultado de estas investigaciones,
diferentes soluciones han sido disefiadas para mantener el injerto en condiciones
optimas durante la isquemia fria. La mas utilizada en la practica clinica para el
trasplante de rifion, higado, pancreas e intestino delgado es la University of Wisconsin
Solution (UWS). A diferencia de las restantes, esta solucién no contiene glucosa, lo que
evita la produccion de lactato y los problemas de acidosis, contiene adenosina, que
inhibe la agregacion plaquetaria, la acumulacion de neutréfilos y que es un substrato
para la sintesis de ATP, y contiene antioxidantes como glutatién y alopurinol para evitar
los efectos deletéreos de los ROS. La presencia del lactobionato, ademas, reduce el
swelling celular e inhibe algunas proteasas responsables del proceso de separacidon de
las CEs sinusoidales de su matriz. El uso de la UWS, sin embargo, presenta algunas
limitaciones: una de estas es la presencia de hidroxietilamidon, proagreagante de
glébulos rojos que puede producir un lavado incompleto del injerto hepatico con el
consiguiente estasis venoso y respuesta inflamatoria. Ademads, algunas de las sustancias
que se encuentran en la UWS no protegen adecuadamente el érgano por no estar en
concentraciones Optimas o por tener dificultades para llegar al lugar de accion (134-
137). Considerando estos datos, actualmente se sigue estudiando la posibilidad de
afiadir componentes a la UWS que puedan mejorar su eficacia y mejorar asi la

viabilidad del injerto (138-140).
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3.2 Preservacion de la funcion endotelial

Recientemente se ha demostrado que la interrupcién de las fuerzas hemodinamicas
derivadas del flujo sanguineo, que acontece durante la preservacion en frio, se
acompafia de una reduccion de los programas endoteliales vasoprotectores y del
aumento de la activacion celular y de la apoptosis. Este hecho, observado en cultivos de
CEs humanas, se debe en parte a la pérdida de expresion de factor de trascripcion KLF2
y se puede prevenir afiadiendo un inductor de KLF2 como la simvastatina a la soluciéon
de preservacién (36). En el 2005 Parmar y colegas (141) demostraron que la expresion
de KLF2 es inducida por las estatinas, la clase de medicamentos mas usada en las
enfermedades cardiovasculares. El estudio de Gracia-Sancho y colegas (36) ofrece las
bases para investigar la preservacion de 6rganos con perfusion continua (machine
perfusion — donde la ausencia del estimulo hemodindmico derivado del flujo sanguineo
se minimiza) o en soluciones de preservacion suplementadas con moléculas que

mantengan la funcidén endotelial, como las estatinas.

3.2.1 Machine perfusion

El concepto de preservacion de organos con perfusion continua es mas antiguo que la
preservacion en frio. Ya en el 1968 Belzer y colegas llevaron a cabo con éxito un
trasplante de rifion después de 17 horas de perfusion continua (142), pero con el pase
del tiempo esta técnica se fue abandonando por problemas de logistica y porque la
preservacion en frio es claramente mas sencilla. En realidad, la perfusién continua
ofrece muchas ventajas como el suministro de oxigeno y nutrientes y la detoxificacion
continua del 6rgano. Ademads, el mantenimiento de la estimulacion hemodindmica de la
vasculatura podria conferir vasoproteccion asociada a la expresion de genes protectores

del endotelio como KLF2 (36, 143). Esto permitiria prolongar los tiempos de
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preservacion de los 6rganos y reducir la incidencia de disfuncion de los injertos, razones
para retomar la machine perfusion en la practica clinica.

La perfusion continua en higado no parece tan sencilla como en rifién, debido
probablemente a las diferencias macroscopicas, microcirculatorias y celulares existentes
entre los dos d6rganos. Actualmente, se estan llevando a cabo estudios para definir las
mejores condiciones para perfusion continua en el higado: temperatura de preservacion,
composiciéon de la solucidn, oxigenacién, tipo de flujo y presidon (pulsatil o no),
perfusion individual (arteria hepatica o vena porta) o doble (144). Brockmann y colegas
han demostrado muy claramente que la condiciéon de normotermia es la mas efectiva
para la preservacion de los higados en perfusion continua (145).

En el Hospital Clinico de Barcelona, el grupo de Garcia-Valdecasas y Fondevila ha
desarrollado una maquina de perfusion para higados aislados que trabaja en
normotermia y perfunde el drgano con sangre oxigenada con dos bombas separadas para
la arteria hepdtica (flujo pulsatil) y la vena porta (flujo continuo). Los estudios
experimentales llevados a cabo en higados de cerdos son muy prometedores,
demostrando que esta tecnologia mejora la funcion y la histologia hepatica, reduce el
dafio tisular y hasta puede mejorar la viabilidad de los injertos obtenidos de donante por
muerte cardiaca ademds de ofrecer la oportunidad de tratar farmacologicamente el

injerto antes del implante (146).

3.2.2 Estatinas

Los inhibidores de la hydroxymethylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase
(estatinas), desarrollados y aprobados como reductores de los niveles de colesterol,
pueden ser beneficiosos también en situaciones de septicemia (147), accidente

cerebrovascular (148), artritis reumatoide (149) y carcinoma del colon (150), evidencias
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que sugieren la capacidad de estos medicamentos de ejercer proteccion

independientemente de la sintesis de lipidos.

Acetyl CoA + Acetoacetyl CoA

|

Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase

| —— |ESTATINAS

Mevalonate

}

Geranyl-PP

FarnetyI-PP

/

Squalene Geranylgeranyl-PP
Cholesterol RhoA Rac1 Cdc42

LN

veNOS 4 ET-1 L NAD(P)H Actin
vt-PA 4 PAI-1 Oxidases Cytoskeleton

Steroid Hormones Vitamin D Lipoproteins

Figura 9. Metabolismo y acciones biolégicas del mevalonato. Los efectos “no
lipidicos” de las estatinas dependen de la falta de produccién del intermedio isoprenoide
geranylgeranyl-PP (GGPP) (adaptada de Beckman JA and Creager MA, TCM 2006).

Las estatinas interfieren en el metabolismo del mevalonato inhibiendo su producciéon
por parte de la HMG-CoA reductasa (figura 9). En condiciones fisioldgicas, los
productos derivados del mevalonato regulan diferentes procesos celulares, entre estos la
modulacion del estrés oxidativo, el mantenimiento de la membrana celular, la sintesis
de glicoproteinas, de colesterol y de hormonas esteroides (151). La inhibicidon de la
sintesis de mevalonato previene la formacion de los intermedios isoprenoides como el

farnesylpyrophosphate (FPP), necesario para la sintesis de escualeno y colesterol, y el
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geranylgeranylpyrophosphate (GGPP), que regula las pequefias GTPasas Rho, Racl,
Ras (152). Estas GTPasas, a través de la PI3K, participan en la regulacion de la
motilidad celular y del transporte de membrana y pueden influir en diferentes aspectos
de la funcion endotelial regulando la sintesis de NO, ET-1 y ROS y la expresion de

factores inflamatorios y antitrombdticos (153) (TABLA 2).

TABLA 2. Efectos de las estatinas sobre los reguladores de la funcién vascular

Anti-aterogénicos Pro-aterogénicos

1 KLF2 } NF«B

T No I BT

1 pal, } Angn

T EDHF } 0,

T ™ | PAL1

T tPA } TNFo,IL-6
{ P-, E-selectina

| ICAM-1, VCAM-1

(Adaptada de Beckman and Creager, TCM 2006)

De hecho, nuestro grupo ha demostrado que la administraciéon aguda y crénica de
simvastatina a pacientes cirrdticos con hipertension portal reduce la resistencia vascular
hepatica y que la administraciéon del farmaco a ratas con hipertension portal mejora la
funcién endotelial aumentando de forma selectiva la biodisponibilidad de NO en el
higado (154-156).

Los efectos de las estatinas sobre la funcidén vascular se deben, en parte, a la reduccion

de la actividad de NFkB (157, 158) y al aumento de la actividad de KLF2 (159).
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3.3 Precondicionamiento isquémico

El precondicionamiento isquémico (PI) es una estrategia quirirgica que consiste en la
aplicacion de breves periodos de I/R antes de que el érgano sea sometido a una I/R
prolongada. En cada organo el efecto protector se consigue tras la aplicacion de
diferentes ciclos de I/R. En el higado, el efecto protector del PI se consigue mediante la
aplicacién de un unico ciclo de 10 minutos de isquemia seguidos de 10 minutos de
reperfusion. La magnitud de la proteccidon no aumenta si se aplican varios episodios de
precondicionamiento (160).

Los mecanismos por los que el PI confiere proteccion contra el dafio por I/R son objeto
de continuas investigaciones. En general, se trata de una secuencia rapida de
acontecimientos en la que una sefial desencadenaria un mensaje intracelular y la
posterior amplificacién de los mecanismos responsables de la proteccion (105). EI NO y
la adenosina parecen jugar un papel muy importante en esta secuencia de eventos. A los
pocos minutos de realizar el PI en el higado, se libera adenosina al espacio extracelular
y esta activa la eNOS y la produccion de NO (161). En esta situacion se ha comprobado
una mejora en la oxigenacion tisular y en la microcirculacion del higado (162). Por otra
parte, el PI también se ha mostrado eficaz para inhibir la produccion de endotelinas
(163), prevenir el estrés oxidativo (164), modular la acumulacién de neutréfilos (165),

reducir el consumo de ATP y la acumulacion de lactato (166).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS GENERALES

El endotelio disfuncional presenta, entre otras caracteristicas, alteracion en los
mecanismos de vasodilatacion, complicaciones trombdticas, disminucion de la
resistencia al estrés oxidativo, aumento de la expresion de moléculas de adhesion y de la
secrecion de moléculas proinflamatorias. El factor de transcripcion endotelial KLF2
juega un papel importante en la regulacion del fenotipo protector endotelial y su
expresion depende de las fuerza hemodindmicas generadas por el flujo sanguineo y de
la administracidon exdgena de estatinas.

La hipertension portal y el dafio hepatico por I/R son dos condiciones patoldgicas
asociadas a disfuncidon endotelial. Los trastornos estructurales caracteristicos de la
cirrosis hepatica, la mayor causa prevalente de hipertension portal en nuestro entorno, se
acompafian de variaciones en las fuerzas hemodindmicas que pueden modificar la
expresion de KLF2 y su programa transcripcional vasoprotector. Asimismo, durante la
isquemia asociada a la preservacion de injertos hepaticos para trasplante, la interrupcion
de las fuerzas hemodinamicas generadas por el flujo sanguineo podria resultar en la
reduccion de los pathways endoteliales vasoprotectores, que se debe en parte a la
pérdida de expresion de KLF2.

Los trabajos de investigacion de la presente tesis doctoral estan globalmente orientados
a ampliar el conocimiento de los mecanismos moleculares responsables de la disfuncién
endotelial hepatica y a averiguar si la modulacion de la expresidon/actividad de KLF2
puede ser beneficiosa en el tratamiento de la hipertensidn portal y en la preservacion de

injertos hepaticos para trasplante.
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Estudio 1: Endothelial expression of transcription factor Kruppel-like factor 2 and
its vasoprotective target genes in the normal and cirrhotic rat liver.

La hipertension portal se manifiesta con un aumento patoldgico de la presion venosa
portal derivado de un incremento en la resistencia intrahepatica y/o del flujo sanguineo
portal, y representa la principal complicacion de la cirrosis hepatica (45). El aumento de
la resistencia del higado al flujo sanguineo portal es el resultado de la combinacién de
trastornos estructurales y disfuncion del endotelio, que sintetiza una mayor cantidad de
prostanoides vasoconstrictores (76, 86) y cantidades reducidas de vasodilatadores (65).
En otras patologias vasculares, estimulos nocivos como el flujo turbulento pueden
conllevar que el endotelio pierda su funcionalidad. Sin embargo, el flujo laminar
confiere a las CEs fuertes propiedades antitromboticas, antiinflamatorias y
vasodilatadoras (167). Hace algunos afios, se ha demostrado que este fenotipo
vasoprotector es modulado por la expresion del factor de transcripcion KLF2 (30).

Con estos antecedentes, la principal hipétesis de este estudio fue que las variaciones
hemodindmicas intrahepdaticas que ocurren durante el desarrollo de la cirrosis hepatica
podrian modificar la expresion endotelial de KLF2, alterando asi el fenotipo
vasoprotector modulado por el factor de transcripcion.

Por lo tanto, nuestro objetivo fue caracterizar la expresion de KLF2 y sus programas

vasoprotectores en tres fases diferentes de induccion de cirrosis experimental.
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Estudio 2: Addition of simvastatin to cold storage solution prevents endothelial
dysfunction in explanted rat livers.

La recuperacién de la funcién hepatica tras el trasplante, depende del grado de
proteccion logrado durante la obtencidn y preservacion del 6rgano. Actualmente, el
método mads comun para la preservacion de organos es la preservacion en frio, que
consiste en la rapida perfusion del injerto seguida de su inmersion en una solucién de
preservacion fria (132). La disfuncion del endotelio que se produce durante la
preservacion en frio representa el primer factor responsable del desarrollo del dafio por
I/R, determinando activacion plaquetaria, vasoconstriccion persistente, aumentada
expresion de moléculas de adhesion, estrés oxidativo, activacion de las CKs, infiltracion
leucocitaria y muerte hepatocitaria (168, 169).

A dia de hoy, se han descrito diferentes mecanismos de dafio endotelial durante la
preservacion en frio y/o la reperfusion caliente, relacionados con la ausencia de aporte
de O, durante la isquemia y la generaciéon de ROS en el periodo de reperfusion (90,
170). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la falta de estimulos
hemodinédmicos que ocurre durante la preservacion en frio para trasplante es el principal
efecto perjudicial sobre el fenotipo endotelial (36). De hecho, el cese de flujo en si
determina una reduccion significativa de los pathways vasoprotectores con consiguiente
activaciéon celular y apoptosis. Estos efectos negativos de la preservacion en frio,
observados en cultivos de CEs humanas, se deben en parte a la pérdida de la expresion
de KLF2 y se pueden prevenir mediante la adicién de un inductor de KLF2, como la
simvastatina (141), a la solucion de preservacion (36).

Considerando estos antecedentes, la principal hipotesis de este estudio fue que la

proteccion del endotelio durante la preservacidon de higados para trasplante mediante la
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induccién de los programas vasoprotectores dependientes de KLF2, puede ser un factor
clave para su viabilidad y funcionalidad.

Por lo tanto, el objetivo principal del presente estudio fue evaluar los efectos de la
preservacion en frio sobre el fenotipo endotelial hepatico y si la adicién de un inductor
de KLF2, como la simvastatina, a la soluciéon de preservacion puede mejorar la lesion

por I/R observada tras la reperfusion.
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I. ARTICULO 1
Endothelial expression of transcription factor Kruppel-like factor 2 and its

vasoprotective target genes in the normal and cirrhotic rat liver.

1. Los higados de ratas controles y los higados de ratas cirrdticas por CCly
expresan tanto el mRNA como la proteina de KLF2. Dicha expresion parece ser

unicamente endotelial.

2. La expresion de KLF2 estd aumentada ya a las 6 semanas de desarrollo de
cirrosis y se acompafia de un aumento de los mRNA de los genes diana eNOS,
TM y CNP. En esta fase intermedia de la cirrosis, no se observan cambios en la
expresion proteica de los genes diana, mientras que una vez totalmente
desarrolladas la cirrosis la expresion proteica de la TM aumenta. Ademas, en
estadios de la enfermedad, los higados cirrdticos presentan una reduccidén

significativa de la eNOS fosforilada (forma activa).

3. En las CEs aisladas de higados normales y cirroticos la expresion génica de
KLF2 es flujo-dependiente. Tras 12 horas de exposicién al flujo, las CEs
hepaticas presentan un aumento en la expresion de dicho factor de transcripcion
comparadas con células cultivadas en condiciones estaticas. Dicho aumento se

magnifica en las CEs precedentes de higados cirrdticos.

4. Ratas cirroticas tratadas con simvastatina presentan un aumento en la expresion

génica de KLF2, eNOS y TM comparadas con ratas cirrdticas tratadas con

vehiculo.
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Endothelial expression of transcription factor
Kruppel-like factor 2 and its vasoprotective target
genes in the normal and cirrhotic rat liver
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ABSTRACT

Objective The transcription factor Kruppel-like factor 2
(KLF2) modulates the expression of multiple endothelial
vasoprotective genes. In the absence of KLF2, the
endothelial phenotype becomes dysfunctional. To date,
blood-derived shear stress is the main physiological
stimulus identified to trigger and sustain endothelial KLF2
expression. Portal hypertension is a common
complication of cirrhosis. Sinusoidal distortion and
endothelial dysfunction play a significant role in its
pathogenesis. This study aimed to assess whether
abnormal intrahepatic haemodynamics in cirrhosis could
modify KLF2 expression and consequently its
downstream transcriptional programmes.

Design Rats received carbon tetrachloride or vehicle for
two (acute injury), six (early cirrhosis) and twelve weeks
(advanced cirrhosis). Systemic and hepatic
haemodynamic parameters were measured in vivo.
Hepatic expression of KLF2 and its vasoprotective
targets were determined. Additionally, KLF2 expression
was determined in liver sections, in freshly-isolated
hepatic endothelial cells, and in livers from simvastatin-
treated cirrhotic animals.

Results Cirrhotic livers have increased endothelial KLF2
expression compared with controls. KLF2 elevation,
observed at six weeks of cirrhosis induction, was
accompanied by a parallel increase in portal pressure and
an increase in the expression of its target genes eNOS,
thrombomodulin and CNP. Simvastatin administration
further increased hepatic KLF2 and target genes expression.
Conclusions This study shows an increase in the
expression of the vasoprotective transcription factor KLF2 in
the cirrhotic liver, accompanied by an activation of its
downstream transcriptional programmes. These data
suggest that the marked increase in KLF2 expression may
represent an endothelial compensatory mechanism to
improve the ongoing vascular dysfunction in the

cirrhatic liver.

Kruppel-like factors (KLF) are a subclass of the zinc
finger family of transcription factors that regulate
cellular growth and tissue development." KLF
typically bind to GC-rich or CACCC sequences in
the promoter region of target genes to regulate their
transcriptional activity. One member of the KLF
family, KLE2, is highly expressed in the vascular
endothelium and it is required for normal vessel
development.? ® It has been demonstrated that
KLF2 expression confers endothelial protection
against inflammation, thrombosis and vasocon-
striction (figure 1). In fact, KLF2 expression

Gut 2011;60:517—524. doi:10.1136/gut.2010.220913

Significance of this study

What is already known about this subject?

» The transcription factor KLF2 protects the
endothelium inducing the expression of
a variety of vasoprotector genes/proteins.

» Shear stress is the most potent inducer of KLF2
expression.

» Most of these findings were described in
cultured endothelial cells isolated from large
vessels. Characterisation of KLF2 in microvas-
cular vessels or specialised endothelium such as
the liver SEC has never been reported.

What are the new findings?

» SEC express KLF2 in a shear stress-dependent
manner.

» Cirrhotic livers exhibit an upregulation in KLF2
and its vasoprotective target genes mRNA
expression (including eNOS and thrombomodulin).

» The determined increment in KLF2 mRNA
expression results in an increase in KLF2 and
thrombomodulin protein expression; however,
eNOS protein synthesis is misregulated in
cirrhotic livers.

» Simvastatin upregulates hepatic KLF2 and its
derived vasoprotective transcriptional programmes.

How might it impact on clinical practice in the

foreseeable future?

» QOur data suggest that upregulation in KLF2
expression may represent a compensatory
mechanism to improve the sinusoidal endothe-
lial dysfunction characteristic of the cirrhotic
liver.

» QOur data open the rationale to investigate
whether modulating KLF2 expression/activity
may be a potential target in the management
of cirrhosis and in liver preservation.

attenuates cytokine-mediated induction of pro-
inflammatory targets such as E-selectin,® inhibits
the expression of vascular destabilisation molecules
such as angiopoietin 2,° induces gene expression of
antithrombotic agents such as the blood coagula-
tion inhibitor thrombomodulin,’ 7 and potently
activates vasodilatory pathways such as the endo-
thelial-derived hyperpolarising factor c-type natri-
uretic peptide (CNP) or the endothelial nitric oxide
synthase (eNOS).”
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Figure 1 Scheme of Kruppel-like factor Shear stress

2 (KLF2) induction and regulation in
endothelial cells. Mitogen-activated
protein kinase 5 (MEK5),
mitogen-activated protein kinase 7
(ERK5), myocyte enhancing factor 2
(MEF2), KLF2, endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) and thrombomodulin
(TM).

Blood flow-derived shear stress is one of the most important
biomechanical stimuli that induces KLE2 expression, both in
vivo and in cultured endothelial cells.” © ? In addition, endo-
thelial cells exposed to disturbed shear stress do not express
KLF2, providing evidence that KLF2 expression is selectively
induced by distinct types of flow.” ¢ 7

Portal hypertension syndrome is defined by a pathological
increase in the portal venous pressure derived from increments in
intrahepatic resistance (IHR) and portal blood flow (PBF) and
represents a major complication of liver cirrhosis.'® This
increased liver resistance to PBF is partly the result of an injured
and therefore dysfunctional hepatic endothelium, which
synthesises large amounts of vasoconstrictor prostanoids'! ** and
reduced quantities of vasodilators such as nitric oxide (NO).13

The main hypothesis of the present study was that hepatic
haemodynamic variations occurring during cirrhosis develop-
ment could modify the hepatic endothelial KLF2 expression,
thus altering the vasoprotective KLF2 target gene expression. In
the present study we thus characterised the expression of KLF2
and its main target genes at three different phases of the
induction of experimental cirrhosis.

METHODS

Induction of cirrhosis by CCl,

Eighteen male Wistar rats weighing 50—75 g underwent inha-
lation exposure to carbon tetrachloride (CCly) for 2, 6 or
12 weeks (n=6 per group). Phenobarbital (0.3 g/I) was added
to the drinking water as previously described.'’ After these
periods of CCly administration, treatment was stopped and
the subsequent experiments were performed 1 week later.
Age-matched control animals (n=6 per group) received only
phenobarbital. The animals were kept in environmentally
controlled animal facilities at the IDIBAPS. All experiments
were approved by the Laboratory Animal Care and Use
Committee of the University of Barcelona, and were conducted
in accordance with the ‘Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals’ (National Institutes of Health, NIH publication
86-23, revised 1985).

In-vivo haemodynamic studies

Under anaesthesia with intraperitoneal ketamine hydrochloride
(Ketalar, 100 mg/kg bodyweight; Parke-Davis SL, El Prat de
Llobregat, Barcelona, Spain) and midazolam (5 mg/kg body-

518

Mechano-
sensor l
complex

S22 L@

weight; Reig Jofre SA, Sant Joan d’Espi, Barcelona, Spain)
a tracheotomy was performed and a polyethylene PE-240 tubing
was inserted into the trachea to ensure a patent airway. PE-50
catheters were introduced into the femoral artery, for arterial
pressure recording (mm Hg), and into the portal vein through
an ileocolic vein, to measure portal pressure (mm Hg). Then, the
portal vein was carefully dissected free from connective tissue,
and a non-constrictive perivascular transit-time ultrasonic
flow probe (2PR, 2-mm diameter; Transonic Systems, Ithaca,
New York, USA) was placed around this vessel. The flow
probe was connected to a flow metre, to measure the portal vein
blood flow (ml/min 100 g/bodyweight). Intrahepatic resistance
(mm Hg/ml per min/g) was calculated as: portal pressure/
(portal vein blood flow/liver weight). Blood pressures and flows
were registered on a multichannel computer-based recorder
(PowerLab; ADInstruments, Colorado Springs, Colorado, USA).
The external zero reference point was placed at the midportion
of the animal. Haemodynamic data were collected after a 30-min
stabilisation period.

Liver histology

Liver tissue blocks from animals receiving CCly were fixed in
10% buffered paraformaldehyde and embedded in paraffin.
Sections (10 pm) were cut and stained with haematoxylin and
eosin (H&E) and with Masson’s trichromic staining specifically
to stain fibrous tissue components. The degree of fibrosis was
assessed using image analysis techniques. Briefly, 10 Masson’s
staining representative sections per animal were obtained and
the positive area was measured with freeware NIH Image ] 1.38
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA). The
results were expressed as a fibrosis ratio (%), calculated as the
ratio of the Masson’s positive area to the total area examined.

SEC isolation and exposure to shear stress

Sinusoidal endothelial cells (SEC) were isolated from control and
cirrhotic rat livers (n=3 per group) and cultured as previously
described.'? ' Briefly, after liver collagenase perfusion and
isopycnic sedimentation of the resulting dispersed cells through
a two-step density gradient of Percoll, pure monolayer cultures
of SEC were established by selective attachment on a substrate
of collagen I. SEC monolayers were cultured in the presence of
vascular endothelial growth factor (VEGEF; 40 ng/ml) and
exposed to static conditions or to unidirectional laminar flow for
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12h using a cell culture flow chamber (IBIDI, Munich,
Germany). Applied shear stress (14.1 dyn/cm?) was previously
characterised for SEC in-vitro flow studies.'” All experiments
were performed on high purity (>90%) and viability (>95%)
cells on the first passage. To preserve its typical phenotype shear
stress stimulus was initiated 12 h after SEC isolation.

In-vivo KLF2 induction

A subgroup of cirrhotic animals (12 weeks of CCl, exposure,
n=>6 per group) received the KLF2-inducer simvastatin (25 mg/kg
per day, by mouth), or its vehicle, for 3 days.'® Afterwards, the
expression of KLF2 and its vasoprotective target genes was
determined as described below.

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was isolated from frozen control and CCl,-treated
rat livers and from fresh SEC using the Trizol method
(Invitrogen, El Prat de Llobregat, Barcelona, Spain). RNA was
treated with DNAse (Ambion, Austin, Texas, USA) to eliminate
contaminating DNA. For complementary DNA synthesis, 1 pg
of total RNA was retrotranscribed using Moloney-murine
leukemia virus (MLV) reverse transcriptase and random
hexamers, as described by the manufacturer (Invitrogen).

Real-time quantitative PCR of KLF2 and its target genes

cDNA templates were amplified by real-time quantitative
(RT)—PCR using the fluorescent TagMan technology (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) on an ABI Prism 7900
sequence Detection System (Applied Biosystems). The quanti-
fication of rat KLF2, its target genes thrombomodulin, eNOS,
CNP, VEGE, angiopoietin 2 and the endogenous control 185 RNA
was performed using predesigned gene expression assays
obtained from Applied Biosystems according to the manufac-
turer’s protocol.

Each PCR reaction was carried out with 2 ul of the hepatic
cDNA sample, 1XTagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), and primers and probe in a final volume of 20 pl, as
recommended by the manufacturer. After an initial denaturation
step at 95°C for 10 min, 40 cycles were performed as follows:
95°C for 15 s and 60°C for 1 min.

All experiments were performed in duplicate and several
negative controls were included. Gene expression was related to

a standard curve derived from serial dilutions (1071=107%) of
a random sample cDNA. Standard curves were constructed by
plotting the log of standard dilutions versus the threshold cycle
(Cr) values, Ct being the fractional cycle number at which the
fluorescence passes a fixed threshold. The messenger RNA
concentration of each gene in hepatic samples was calculated
referring the sample Cr to the standard curve, and normalised
with the corresponding value of endogenous control Cr as
recommended in the TagMan user’s manual. Values were
expressed as relative units.

Western blot analysis of KLF2 and its targets

Protein  expression for KLF2, thrombomodulin, eNOS,
phosphorylated eNOS at Ser''’% (P-eNOS), VEGF and CNP in
rat livers from CCly-treated and control rat livers was assessed
by western blot. Livers were collected, snap frozen in liquid nitrogen
and homogenised in triton-lysis buffer as previously described.!”
Aliquots from each sample containing equal amounts of protein
(100 pg) were run on a 10% sodium dodecylsulphate poly-
acrylamide gel, and transferred to a nitrocellulose membrane. After
the transfer, the blots were subsequently blocked for 1 h with Tris-
buffered saline containing 0.05% (vol/vol) Tween 20 and 5% (wt/
vol) non-fat dry milk and subsequently incubated with primary
antibodies overnight at 4°C. Then membranes were incubated with
the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody for 1 h at room temperature.

Protein expression was determined by densitometric analysis
using the Science Lab Image Gauge (Fuji Photo Film GMBH,
Dusseldorf, Germany). After stripping, blots were assayed for
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) expression as
standardisation of sample loading. Quantitative densitometric
values of all proteins were normalised to GAPDH.

Immunohistochemistry

KLF2 immunostaining was performed in paraffin-embedded liver
sections from control and cirrhotic livers using a goat-anti-KLF2
antibody (N-13; Santa Cruz Biotechnology)'® or phosphate-
buffered saline, as negative control, and diaminobenzidine as
chromogen. Slides were counterstained with H&E, and images
were acquired using a microscope equipped with a digital
camera.

Figure 2 Haemodynamic studies. 180 4 18 4 *
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Drugs and reagents

Collagenase was from Roche Diagnostics (Mannheim,
Germany). Percoll was from Amersham Biosciences (Uppsala,
Sweden). Reagents for cell culture were provided by Biological
Industries Ltd. (Kibbutz Beit Haemek, Israel). Gey’s balanced
salt solution (GBSS), acrylamide and other chemical reagents
were purchased from Sigma (Tres Cantos, Madrid, Spain).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 14.0 for
Windows statistical package. All results are expressed as
mean+SEM. Comparisons between groups were performed
with analysis of variance followed by Tukey’s test or with
Student’s t test or the Mann—Whitney t test when adequate.
Differences were considered significant at a p value less than 0.05.

RESULTS

Haemodynamic changes during induction of cirrhosis by CCl,
administration

Two weeks of cirthosis induction did not modify any of the
systemic or the hepatic haemodynamic parameters compared
with control animals (figure 2).

A)

At 6weeks of CCly treatment rats showed a significant
increase in the portal pressure compared with those animals
receiving vehicle. This was associated with non-significant
increases in THR and PBF (figure 2).

After 12 weeks of CCly administration, animals presented with
ascites, hypotension and a further significant increase in portal
pressure, due to both a rise in PBF and in intrahepatic vascular
resistance compared with animals receiving vehicle (figure 2).

Liver fibrosis

CCly administration led to progressive hepatic fibrosis and archi-
tectural damage (figure 3). Whereas no significant histological
changes were observed after 2 weeks of CCly administration, at
6 weeks of starting the cirrthosis induction programme rats receiving
CCly presented with periportal fibrosis and the formation of thin
septa, with complete nodule formation in half of the animals.
These changes were approximately threefold greater at 12 weeks,
when rats had already developed advanced cirrhosis and ascites.

Hepatic KLF2 expression
Control and CCly-treated rat livers expressed KLF2 mRNA and
protein.

Control 2weeks Bweeks 12 weeks
Cirrhosisinduction
45 -
*
2 g
3
(303
v
8
E 15 4 Z
0
Control 2 weeks 6 weeks 12 weeks

Cirrhosis induction

Figure 3 Histopathology analysis. (A) Representative images of haematoxylin and eosin-stained liver sections from control and carbon tetrachloride
(CCly)-treated rats. (B) Top: Representative images of Masson's trichromic stained liver sections from control and CCl,-treated rats. Images visualised
and collected with light microscopy. Original magnification 20X. Bottom: Fibrosis quantification, values represent the ratio of the Masson’s positive
area to the total examined area (n=10 images per group).
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No differences in KLE2 mRNA or protein expression were
observed after 2 weeks of vehicle or CCly administration (figure
4AB). However, after 6 weeks CCly-treated animals showed a
significant increase in the hepatic KLF2 mRNA and protein
expression compared with the matched control animals.
Differences between both groups increased at 12 weeks of CCl4
administration, when animals had developed advanced cirrhosis
(figure 4A B).

To confirm the hepatic subcellular source of KLF2 expression
and to know whether hepatic KLF2 expression responds to
variations in flow stimulus, KLF2 expression was analysed in
freshly isolated SEC exposed to static or physiological flow
conditions and in liver sections. Figure 4C shows that SEC,
freshly isolated from control or cirrhotic livers, express KLE2 in
a flow-dependent manner; indeed SEC exposed for 12 h to flow-
derived shear stress exhibited a significant upregulation in KLF2
expression compared with cells cultured under static conditions.
KLF2 increment was significantly higher in cirrhotic SEC than in
controls.

Localisation of KLF2 using immunohistochemistry revealed
that hepatic KLF2 protein expression, at least in cirrhotic livers,
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is almost solely endothelial. In fact, KLF2 protein expression was
specifically detected in the endothelium of both portal and
arterial beds. In contrast, intrahepatic KLF2 was barely detected
in control rats using immunostaining, confirming a lower
expression of this transcription factor in control livers (figure
4D). Unspecific background staining detected in fibrotic tissue
from cirrhotic slides is shown in supplementary figure 1
(available online only).

KLF2 target gene expression

Analysis of KLF2-targeted genes and proteins involved in
vascular physiology showed no differences in their hepatic
expression comparing animals that received CCly or vehicle for
2 weeks (figures 5 and 6). However, in accordance with the
observed increases in KLF2 expression, animals receiving CCly
for 6 weeks showed a marked increase in hepatic eNOS,
thrombomodulin and CNP mRNA expression compared with
those receiving vehicle (figure 5), whereas no differences were
observed in angiopoietin 2 and VEGF mRNA expression. In
contrast, at this point of cirrhosis development no differences in
any of the evaluated KLF2-targeted hepatic proteins were
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D)

Figure 4 Kruppel-like factor 2 (KLF2) expression. (A) Hepatic KLF2Z mRNA expression levels in rats receiving carbon tetrachloride (CCl,) for 2, 6 and
12 weeks (n=6 per group). Values for KLF2 amplification from liver cDNA have been normalised to an endogenous reference gene (RNA 18S). Values
(mean=SEM) are normalised to age-matched control liver expression (*p<0.05 vs control). (B) Hepatic KLF2 protein expression in rats receiving CCl,
(n=6 per group). Densitometry analysis of western blots were normalised to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and referred to controls
(n=6). Values represent mean=SEM. (*p<0.05 vs control). (C) KLF2Z mRNA expression determined in sinusoidal endothelial cells, freshly isolated from
control and cirrhotic rat livers, cultured under static conditions or exposed for 12 h to laminar shear stress (n=3 per group). Values (mean=SEM) are
normalised to endogenous reference gene (*p<0.05 vs its corresponding static; #p<0.05 vs control). (D) KLF2 protein expression (dark brown areas,
indicated with arrowheads) detected by immunohistochemistry in control (left) and cirrhotic (right) rat liver sections. Representative images were
visualised with a light microscope and are showed with 20X (top) and 40X (bottom) magnifications.
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Figure 5 Hepatic Kruppel-like factor 2 (KLF2) target genes mRNA
expression levels in rats receiving carbon tetrachloride for 2, 6 and

12 weeks (n=6 per group). Values for endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), thrombomodulin (TM), c-type natriuretic peptide (CNP), vascular
endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietin 2 (Ang2) amplification
from liver cDNA have been normalised to an endogenous reference gene
(RNA 18S). Values (mean+SEM) are normalised to age-matched control
liver expression (*p<0.05 vs control).

observed compared with control animals (figure 6); however,
a significant reduction in eNOS phosphorylation was observed
in CCly-treated animal livers compared with controls (figure 6).

Animals with advanced cirrhosis (12 weeks of CCly) showed
a clear and significant increase in hepatic eNOS, thrombomo-
dulin and CNP mRNA expression, whereas no differences in
angiopoietin 2 and VEGF gene expressions were observed
(figure 5). Thrombomodulin protein expression was increased,
there were no differences in the protein expression of eNOS,
VEGF and CNP and there was a significant reduction in p-eNOS
in cirrhotic rat livers compared with controls (figure 6).

Figure 6 Hepatic endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), thrombomodulin
(TM), vascular endothelial growth factor
(VEGF), phosphorylated-eNOS (P-eNOS)
and c-type natriuretic peptide (CNP)
protein expression in rats receiving
carbon tetrachloride (CCly). Top,
representative western blots of
indicated proteins. Bottom,
densitometry analysis of western blots
normalised to glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
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Effects of simvastatin on the expression of KLF2 and
vasoprotective genes in cirrhotic rat livers

Cirrhotic animals treated with simvastatin showed a significant
increase in hepatic KLF2 and its target gene expression compared
with cirrhotic animals receiving vehicle (figure 7).

DISCUSSION
The vascular endothelium is an essential organ implicated in the
regulation of vasomotor tone, vascular homeostasis and
inflammatory processes.’” In a healthy liver, sinusoidal endo-
thelium plays an important role regulating hepatic vascular tone
by releasing vasoactive substances that diffuse to the hepatic
stellate cells inducing their constriction or relaxation, thereby
changing sinusoidal diameter and modulating intrahepatic
haemodynamics.?’ 2! However, cirrhotic liver endothelium loses
its vasodilatory, antithrombotic, and anti-inflammatory proper-
ties to acquire a vasoconstrictor, prothrombotic and inflamma-
tory phenotype in the context of hepatic sinusoidal
dysfunction.”® #272* In fact, it is well known that cirrhotic
hepatic endothelium produces large amounts of vasoconstrictor
substances (eg, thromboxane Ay)'? and reduced quantities of
vasodilators (principally NO)' ?? contributing to increase IHR
and consequently aggravating portal hypertension syndrome.
However, the molecular mechanisms responsible for endothe-
lium phenotype modulation during cirrhosis development
remain poorly understood.?® °

In other vascular pathologies, different noxious stimuli such
as turbulent flow can render the endothelium dysfunctional.
However, healthy laminar flow modulates the phenotype of
endothelial cells, conferring strong antithrombotic, anti-inflam-
matory and vasodilator properties to the endothelium.’”
In addition, it has been shown that this vasoprotective pheno-
type is modulated by the expression of the transcription factor
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Figure 7 Hepatic Kruppel-like factor 2 (KLF2), endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) and thrombomodulin (TM) mRNA expression in
cirrhotic rats (12 weeks of carbon tetrachloride administration) treated
for 3 days with simvastatin or its vehicle (n=6 per group). Values for
gene amplification from cDNA have been normalised to an endogenous
reference gene (RNA 18S). Values (mean==SEM) are normalised to
vehicle-receiving animals (*p<0.05 vs vehicle).

KLF2.” In the vasculature KLF2 is endothelial specific and its
expression, which is modulated by different flow patterns,
confers endothelial protection against inflammation, thrombosis
and vasoconstriction.” 2° In fact, in atherosclerosis patients it
has been demonstrated that vascular regions exposed to laminar
shear stress highly express KLF2 and are thus resistant to
atherosclerosis; whereas KLF2 expression is comparatively
absent in atheroprone regions exposed to non-laminar shear
stress.”

Our study demonstrates, for the first time, that the tran-
scription factor KLF2 is highly expressed in the cirrhotic liver
and, moreover, its expression is induced early during the
progression of the disease. In particular, KLF2 gene and protein
expression is upregulated in those animals with early and
advanced cirrhosis (6 and 12 weeks of cirrhosis induction,
respectively) compared with control animals.

Previous studies have demonstrated that in the vasculature
KLEF2 is specifically expressed in the endothelium; however, little
is known about its expression in a given organ. The present
study demonstrates that KLF2 expression within the liver is
localised in the endothelium, and that its expression responds to
flow stimulation. In fact, shear stress-derived KLF2 upregulation
is significantly higher in hepatic endothelial cells from cirrhotic
livers, suggesting that the hepatic endothelial phenotype in
cirrhosis is partly primed to respond to this vasoprotective
stimulus.

The main in-vivo biomechanical stimulus able to induce KLF2
expression is blood-derived shear stress, and interestingly it has
been reported that shear stress upregulates the KLF2 target
eNOS in the liver endothelium;'® %’ therefore, we characterised
the systemic and hepatic haemodynamics of all animals included
in the present study. Animals with advanced cirrhosis, highly
expressing KLF2, presented a marked increase in the quantity of
blood flow entering the liver through the portal vein, thus
favouring the expression of those endothelial genes upregulated
by shear stress, including KLF2. However, the findings in
animals treated with CCly for 6 weeks, showing no significant
increment in PBE suggest that other mechanisms, perhaps
related to the intrahepatic architectural disturbances (including
cell stretch), to metabolic changes or circulating factors
(ie, bacterial products, growth factors, etc.) or hypoxic processes

Gut 2011;60:517—524. doi:10.1136/gut.2010.220913

occurring during cirrhosis progression, could modify endothe-
lium phenotype and upregulate KLE2 expression.” 273 The
precise nature of these mechanisms needs to be characterised
further.

Among other functions, healthy vascular endothelium main-
tains blood fluidity by producing different factors that promote
fibrinolysis or inhibit blood coagulation. One of these is
thrombomodulin, a factor involved in the generation of acti-
vated protein C through interactions with thrombin. KLF2
potently induces thrombomodulin expression by binding to its
promoter being necessary for endothelial coagulant gene
expression and function regulation.® In the present study we
demonstrate that increased hepatic KLF2 expression is accom-
panied by elevated hepatic thrombomodulin gene and protein
expression, suggesting that KLF2 is active and induces the
antithrombotic pathway in the cirrhotic liver. This may be of
relevance delaying or attenuating vascular occlusion and subse-
quent parenchymal extinction lesions, which lead to morpho-
logical progression in cirrhosis.?" > Our findings suggest that
this process might be accelerated if the increase in the expression
of KLF2 was not present.

As described above, increased IHR in the cirrhotic liver is
partly due to a reduced bioavailability of vasodilators, mainly
NO. Such an insufficient sinusoidal NO availability has been
related to a reduced production by eNOS,'® ?? together with
an increase in its scavenging by elevated levels of superoxide
radicals."* Previous studies have shown that one of the more
potent inducers of genes implicated in regulating vascular tone is
KLF2. In fact, the expression of KLF2 stimulates eNOS expres-
sion and activity and also the expression of CNP.” Our group and
others have demonstrated that rats with advanced cirrhosis
present reduced hepatic eNOS activity with no differences in
total hepatic eNOS protein expression compared with
controls.’® 1 22 3 However, the present study adds new and
potentially decisive data about eNOS expression regulation. This
is demonstrated by our finding that, following KLF2 expression,
eNOS mRNA is significantly induced both in rats with early and
advanced cirrhosis compared with their matched controls,
suggesting that in cirrhotic livers eNOS mRNA transcription
could be deregulated. Similarly, hepatic mRNA expression of
CNP is significantly induced during cirrhosis development, but
no differences in its protein expression are observed. In addition,
we observed that already at the stage of early cirrhosis, rats
present a marked decrease in hepatic eNOS phosphorylation,
indicating a reduction in its enzymatic activity. Interestingly,
both data coincide with the haemodynamic observation that
rats with early cirrhosis exhibit a significant increase in portal
pressure, which could result from hepatic architectural distur-
bances present in these animals together with a reduced hepatic
NO production by eNOS.

Statins, well-known inducers of endothelial KLF2 expres-

ion,** % represent one of the most promising drugs to

ameliorate portal hypertension. In fact, it has been shown that
statin administration to cirrhotic animals, partly by increasing
NO production, reduces IHR and improves portal hyperten-
sion.'® 3 Moreover, recent studies have validated the beneficial
effects of statins on human portal hypertension;*” % however,
the underlying mechanisms involved are unknown. Herein we
demonstrate that cirrhotic animals treated with simvastatin
exhibit increased hepatic levels of KLF2 and its vasoprotective
target genes, eNOS and thrombomodulin, compared with
cirrhotic animals receiving vehicle. Our data suggest that statins’
beneficial effects on hepatic haemodynamics in cirrhosis would
be partly KLF2 mediated.
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In summary, the present study demonstrates that the tran-
scription factor KLF2 is induced early in the cirrhotic liver
endothelium, inducing the expression of its vasoprotective
target genes. These data suggest that the marked upregulation in
KLF2 expression may represent an endothelial compensatory
mechanism to improve the vascular disorders ongoing in the
cirrhotic liver. Moreover, our data open the rationale to inves-
tigate whether this transcription factor is involved in the
pathogenesis and resolution of liver diseases occurring with
endothelial dysfunction.
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Resultados

II. ARTICULO 2:

Addition of simvastatin to cold storage solution prevents endothelial dysfunction in

explanted rat livers.

1.

Los higados preservados en frio muestran un descenso tiempo-dependiente en la
expresion de KLF2 y genes diana eNOS, TM y hemooxigenasa (HO)-1. La
adicion de simvastatina a la solucién de preservacion mantiene los programas

vasoprotectores de KLF2.

La pérdida de expresion de KLF2 y sus genes diana también se observa en CEs
en condiciones de preservacion en frio, siendo evitada al afiadir simvastatina. El
efecto protector de la simvastatina se anula si la expresion de KLF2 es

previamente mutada con un siRNA especifico para KLF2.

La preservacion de higados en condiciones de trasplante se acompafia de
marcada presencia de dafio hepatico, elevados niveles de transaminasas y LDH,
produccion reducida de bilis y presencia de estrés oxidativo, inflamacién y
apoptosis. Dichos efectos deletéreos de la preservacion en frio se atentian o se

previenen completamente afiadiendo simvastatina a la solucién de preservacion.

Aquellos higados preservados en frio para trasplante presentan una aumentada
resistencia vascular intrahepdtica y disfuncion endotelial. La adicion de
simvastatina a la solucion de preservacion mejora la microcirculacion hepatica y

previene la disfuncién endotelial tras la reperfusion.
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Resultados

5. El deterioro de la microcirculacién hepética y el desarrollo de disfuncion
endotelial en los higados preservados en frio se acompafian de un marcado
descenso en la expresidon y actividad de eNOS y reduccién en los niveles de
cGMP, sin observarse modificaciones en la expresion del colageno-1 (marcador
de activacion de las HECs). La adicién de simvastatina a la solucidon de
preservacion mantiene la expresion de eNOS y mejora su actividad, que se

asocia a un aumento de los niveles de cGMP.
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ABSTRACT

Pathophysiological alterations in the endothelial phenotype result in endothelial
dysfunction. Flow cessation, occurring during organ procurement for
transplantation, triggers the endothelial dysfunction characteristic of
ischemia/reperfusion injury, partly due to a reduction in the expression of the
vasoprotective transcription factor Kruppel-like Factor 2 (KLF2). We aimed at 1-
characterizing the effects of flow cessation and cold storage on hepatic
endothelial phenotype and, 2-ascertaining if the consequences of cold stasis on
the hepatic endothelium can be pharmacologically modulated, improving liver
graft function.

Expression of KLF2 and its vasoprotective programs was determined in a)
hepatic endothelial cells (HEC) incubated under cold storage conditions with or
without the KLF2-inducer simvastatin, and b) rat livers not cold stored or
preserved in cold University of Wisconsin Solution (UWS) supplemented with
simvastatin or its vehicle. In addition, upon warm reperfusion, hepatic vascular
resistance, endothelial function, nitric oxide vasodilator pathway, apoptosis,
inflammation, and liver injury were evaluated in not cold stored livers or livers
preserved in cold UWS supplemented with simvastatin or vehicle.

Expression of KLF2 and its vasoprotective programs decrease in HEC
incubated under cold storage conditions. Cold stored rat livers exhibit a time-
dependent decrease in KLF2 and its target genes, liver injury, increased hepatic
vascular resistance and endothelial dysfunction. The addition of simvastatin to
the storage solution, maintained KLF2-dependent vasoprotective programs,
prevented liver damage, inflammation and oxidative stress and improved

endothelial dysfunction.
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Conclusion: Our results open the rationale to evaluate the beneficial effects of a
vasoprotective preservation solution on human livers procurement for

transplantation.
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Liver transplantation is the only life-saving therapy for most types of advanced
liver failure. Despite the advancement in surgical techniques, postoperative
care and immunosuppressive therapies, which have improved short-term and
long-term graft survival, approximately 20% of liver transplants are associated
with serious clinical problems’. Moreover, liver transplantation is limited by the
shortage of adequate organs for clinical use, which have led to the use of
“‘marginal” livers from non-healthy steatosic donors or non heart-beating donors.
However, marginal livers are much more prone to primary graft failure after
transplantation?. Hepatic ischemia/reperfusion (I/R) injury is considered one of
the main determinants of the outcome after liver transplantation®*.

The process of hepatic I/R injury is a sequence of events involving many
interconnected factors occurring in a variety of cell types. Liver endothelial cells
are particularly vulnerable to I/R injury and develop serious alterations during
cold storage, such as retraction, cell body detachment, and apoptosis which are
magnified upon warm reperfusion®®. It is currently accepted that hepatic
endothelium damage occurring during cold preservation represents the initial
factor leading to hepatic I/R injury, determining poor graft microcirculation,
platelet activation, persistent vasoconstriction, up-regulation of adhesion
molecules, oxidative stress, Kupffer cell activation, neutrophil infiltration and
hepatocyte death”*®.

Different mechanisms for endothelial damage during cold storage and/or warm
reperfusion have been described®'®. We have recently unravelled that lack of
hemodynamic stimulation occurring during cold storage conditions is the main
detrimental effect of organ preservation for transplantation on the endothelial

phenotype”. In fact, flow cessation per se results in a significant reduction in
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endothelial vasoprotective pathways leading to cell activation and apoptosis.
These negative effects of cold storage conditions, observed in cultured
endothelial cells, are partly due to the loss of expression of the vasoprotective
transcription factor Kruppel-like Factor 2 (KLF2) and can be prevented by
adding a KLF2-inducer, such as simvastatin’®, to the cold preservation
solution™”.

Considering that endothelial protection during cold storage represents a key
factor for a successful transplantation, and that induction of KLF2-derived
transcriptional programs confers endothelial protection, the main purpose of the
present study was to evaluate the effects of cold storage on the hepatic
endothelial vasoprotective phenotype and if supplementing a cold preservation
solution with the KLF2-inducer simvastatin ameliorates the hepatic I/R injury

observed upon reperfusion.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

Male Wistar rats from Charles River laboratories SA (Barcelona, Spain),
weighting 275-300 grams, were used. The animals were kept in environmentally
controlled animal facilities at the Institut d’Investigacions Biomediques August
Pi i Sunyer (IDIBAPS). All experiments were approved by the Laboratory Animal
Care and Use Committee of the University of Barcelona and were conducted in
accordance with Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National

Institutes of Health, NIH Publication 86-23, revised 1996).

Hepatic endothelial cells isolation and cold preservation

Rat hepatic endothelial cells (HEC) were isolated as previously described.
Briefly, after perfusion of the livers with 0,015% collagenase A and isopycnic
sedimentation of the resulting dispersed cells through a two-step density
gradient of Percoll (25-50%), monolayer cultures of HEC were established by
selective attachment on a collagen | substrate. Cells were cultured (37°C, 5%
CO2) in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 as previously
described'. Highly pure and viable cells were used.

After two hours of isolation, HEC were washed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) and lysed (no cold storage group) or incubated 16h at 4°C in
University of Wisconsin solution (UWS) supplemented with Simvastatin 1uM
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) or its vehicle (dimethyl sulfoxide 0.1% v/v)
(n=4 per group). The dose of simvastatin used has been previously

validated"""'2,
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siRNA Experiments
siRNA transfection was performed as previously described with minor

modifications '

. Briefly, HEC were transfected with a siRNA targeting rat
KLF2 (5nM, s157429, Life Technologies, Carlsbad, CA), or with a control siRNA
(5nM, 4390843, Life Technologies) using siPORT transfection agent (Life
Technologies) according to the manufacturer's instructions. 24h post-

transfection, cells were treated for an additional 16h with either 1uM simvastatin

or its vehicle.

Cold preservation of liver

Rats were anesthetized with ketamine hydrochloride (100 mg/kg
intraperitoneally; Merial Laboratories, Barcelona, Spain) plus midazolam
(5mg/kg intraperitoneally; Laboratorios Reig Jofré, Barcelona, Spain).
Afterwards the abdomen was opened, liver was exsanguinated with Krebs’
buffer and flushed via the portal vein with cold UWS supplemented with
simvastatin (10uM) or its vehicle.

Rat livers (n=7 per group) were harvested and one lobe from each liver was
immediately snap frozen and other three were incubated at 4°C for 1h, 6h or
16h in UWS supplemented with simvastatin or its vehicle. Then, liver lobes were

snap frozen for molecular studies.

Liver vascular studies
Liver vascular responses were assessed in the isolated, in-situ liver perfusion
system, as described previously'®. Briefly, after cannulation of the bile duct,

livers were perfused through the portal vein with Krebs’ buffer in a recirculation
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fashion at a constant flow rate of 30 mL/min with a total volume of 100 mL. An
ultrasonic transit-time flow probe (model T201; Transonic Systems, Ithaca, NY)
and a pressure transducer (Edwards Lifesciences, Irvine, CA) were placed on
line, immediately ahead of the portal inlet cannula, to continuously monitor
portal flow and perfusion pressure. Another pressure transducer was placed
immediately after the thoracic vena cava outlet for measurement of outflow
pressure. The flow probe and the two pressure transducers were connected to
a PowerLab (4SP) linked to a computer using the Chart version 5.0.1 for
Windows software (ADInstruments, Mountain View, LA). The average portal
flow, inflow and outflow pressures were continuously sampled, recorded and
afterwards blindly analyzed under code. After 20 minutes of stabilization, the
livers were flushed with cold UWS or with cold UWS supplemented with
simvastatin (10pM), and then cold stored for 16h in UWS or in UWS
supplemented with simvastatin (n= 7 per group).

After cold storage livers were exposed at room temperature (22°C) for 20 min,
to mimic warm ischemia period, and reperfused via the portal vein with Krebs’
buffer (37°C). During the first 10 minutes of reperfusion (initial stabilization
period), portal flow was progressively increased up to 30 mL/min. The perfusion
preparations were continuously monitored during 60 minutes. Afterwards, liver
endothelial function was evaluated by performing flow pressure curves
(increases of 5 mol/min every 2 minutes)'®. Intrahepatic vascular resistance
(IVR) was calculated as: (inflow portal pressure — outflow portal pressure) /
portal flow.

In an independent group of rats (n=5 per group), following warm reperfusion

hepatic endothelial function was evaluated analyzing endothelium-dependent
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vasorelaxation to incremental doses of acetylcholine (107 - 10°M) after pre-
constriction with methoxamine (10*M) '8,

Control livers (no cold storage) were perfused, flushed with UWS, harvested
and immediately reperfused ex vivo.

Aliquots of the perfusate were sampled for the measurement of transaminases

and lactate dehydrogenase (LDH). Bile output (reported as pL of bile/ g of liver)

was evaluated at the end of the study.

Analysis of hepatic transaminases and LDH
Hepatic injury was assessed in terms of transaminases and LDH levels

analysed with standard methods at the Hospital Clinic of Barcelona’s CORE lab.

Measurement of cGMP

Levels of cGMP, a marker of NO bioavailability, were analyzed in liver
homogenates using an enzyme immunoassay (Cayman Chemical Co., Ann
Arbor, MI) as previously described’®. Results were expressed as pmol/mg

tissue.

Dihydroethidium staining

In situ superoxide (O2") levels were evaluated with the oxidative fluorescent dye
dihydroethidium (DHE; Molecular Probes)®. Briefly, liver cryosections (10 pm)
were incubated with DHE (10 pmol/L) in phosphate-buffered saline.
Fluorescence images were obtained with a laser scanning confocal microscope
(TCS-SL DMIREZ2, Leica), and quantitative analysis was performed with Image

J 1.43m software (National Institutes of Health).
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Histological Analysis

Liver samples were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, sectioned
(thickness of 2 um), and slides were stained with hematoxylin and eosin (H&E)
to analyze the hepatic parenchyma.

The samples were photographed and analyzed using a microscope equipped
with a digital camera and the assistance of Axiovision software (Zeiss, Jena,

Germany).

RNA Processing and Real-Time TaqMan Polymerase Chain Reaction
Analysis

Total RNA from HEC was isolated and purified using the Trizol method
(Invitrogen, El Prat de Llobregat, Barcelona, Spain). Total RNA from rat tissue
was isolated and purified using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA)
according to manufacturer's instructions. RNA quality was verified using
Agilent's 2100 Bioanalyzer. RNA was reverse transcribed to cDNA using
QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, Valencia, CA). cDNA templates
were amplified by real-time TagMan polymerase chain reaction (PCR) on an
ABI Prism 7900 sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Expression of KLF2 and its target genes eNOS, thrombomodulin (TM) and
hemeoxygenase (HO-1), and Collagen-I was analyzed using predesigned gene
expression assays obtained from Applied Biosystems according to the
manufacturer’s protocol and reported relative to endogenous control 18S. All
PCR reactions were performed in duplicate and using nuclease-free water as

no template control.
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Western blotting

Liver samples were processed as previously described?'. Aliquots from each
sample containing equal amounts of protein (40-100 pg) were run on 8-15%
SDS—polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane. Equal
loading was ensured by Ponceau staining. The blots were subsequently
blocked for 1 h and probed overnight at 4°C with antibodies recognizing eNOS
(BD Transduction Laboratories, Lexington, KY), phosphorylated eNOS at
Ser1176 (BD Transduction Laboratories, Lexington, KY), cleaved Caspase-3
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA) or ICAM-1 (R&D systems,
Minneapolis,MN), all 1:1000, followed by an incubation with their corresponding
HRP-conjugated secondary antibodies (1:10000, Stressgen, Glandford Ave,
Victoria, BC, Canada) for 1 h at room temperature. Blots were revealed by
chemiluminescence. Protein expression was determined by densitometric
analysis using the Science Lab 2001, Image Gauge (Fuji Photo Film Gmbh,
Dusseldorf). Blots were assayed for GAPDH (Santa Cruz Biotech Santa Cruz,

USA) content as standardization of sample loading.

Drugs and Reagents

Collagenase was from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany). Percoll was
from Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). Collagen type | was from
Invitrogen (El Prat de Llobregat, Barcelona, Spain). Reagents for cell culture

were provided by Biological Industries, Ltd. (Kibbutz Beit Haemek, Israel).

Statistical analysis
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Statistical analyses were performed with the SPSS 16.0 for Windows statistical
package (SPSS, Inc., Chicago, IL). All results are expressed as mean %
standard error of the mean. Comparisons between groups were performed with
analysis of variance followed by Tukey’s test or with Student’s t test or the
Mann-Whitney t test when adequate. Differences were considered significant at

a p value less than 0.05.

RESULTS

Simvastatin Maintains the Expression of KLF2 and its Vasoprotective
Target Genes in the Liver During Cold Storage

Rat liver lobes cold stored for 1h, 6h and 16h in UWS exhibited a significant
reduction in KLF2 expression compared with their corresponding control liver
lobes (Fig.1A). KLF2 reduction was accompanied by a significant decrease in
the expression of its vasoprotective target genes eNOS, TM and HO-1 (Fig.1B).
Simvastatin addition to UWS totally prevented the decay of hepatic KLF2,
eNOS, TM and HO-1 during cold storage (Fig.1 A and B). Considering that after
16h of cold storage there was a maximal decrease of the vasoprotective genes
that was completely abrogated by adding simvastatin to cold storage solution,

this time-point was chosen for all following experiments.

Simvastatin Preserves the Expression of KLF2 and its Vasoprotective
Target Genes in Hepatic Endothelial Cells During Cold Storage

As shown in Figure 2, freshly isolated hepatic endothelial cells cold stored for
16h in UWS exhibited a significant reduction in the expression of KLF2, eNOS

and TM compared with cells not cold stored. Addition of simvastatin to UWS
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maintained the endothelial expression of KLF2 and its vasoprotective target
genes during cold storage. Importantly, the ability of simvastatin to maintain the
expression of the studied vasoprotective genes was annulled when KLF2

expression was muted by siRNA silencing (Fig 2).

Simvastatin Addition to UWS Significantly Protects Liver Function and
Viability During Cold Storage and Warm Reperfusion.

To evaluate the effects of simvastatin addition to UWS on hepatic injury derived
from cold preservation and warm reperfusion, hepatic architecture distortion,
hepatic function, bile production and presence of oxidative stress, inflammation
and apoptosis were analyzed.

Histological examination revealed that livers cold stored for 16h in UWS
exhibited evident hepatocellular lesions, mainly in centrilobular areas, defined
by loss of cohesion of cell plates, necrotic hepatocytes, presence of
Councilman Bodies and anoxia-derived small fat vacuoles (Fig. 3A). These
histological changes were much attenuated or absent in liver grafts cold stored
for 16 hours in UWS supplemented with simvastatin.

As shown in Figure 3B and 3C, cold stored and warm reperfused liver grafts
released higher amounts of transaminases and LDH and lower quantity of bile
in comparison to grafts reperfused without previous cold preservation. These
detrimental effects were not observed in liver grafts cold stored in UWS
supplemented with simvastatin.

Figure 4 depicts significantly higher levels of O2’, ICAM-1 and cleaved caspase-
3 in cold stored and warm reperfused livers grafts comparing to control livers,

indicating increased oxidative stress, inflammation and apoptosis respectively.
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These negative events from cold storage-derived were markedly attenuated, or

entirely prevented, in liver grafts cold stored in simvastatin-containing UWS.

Simvastatin Addition to UWS Improves Liver Microcirculation and
Prevents Endothelial Dysfunction upon Reperfusion

Livers cold stored for 16h exhibited a deteriorated microcirculation upon
reperfusion, as demonstrated by significantly increased liver vascular resistance
as compared to control livers (Fig 5A). Cold storage-derived increments in liver
vascular resistance were not observed in liver grafts cold preserved in the
presence of simvastatin.

In addition liver grafts stored for 16h in cold UWS exhibit endothelial dysfunction
(Fig 5B and 5C). As depicted in the figure 5B, in response to portal flow
increments between 35 and 60 mL/min control livers were able to maintain a
constant hepatic vascular resistance, thus demonstrating normal flow-
dependent vasodilatation of the liver vascular bed. However, cold stored livers
preserved in UWS did not accommodate portal flow increases, exhibiting a
marked and significant increment in their vascular resistance. Remarkably, cold
storage-derived endothelial dysfunction was entirely prevented in livers cold
preserved in UWS supplemented with simvastatin.

Similarly, dose-response curves to Ach evidenced that cold stored livers exhibit
significantly reduced endothelial-derived vasodilatation in comparison to no cold
stored livers (Fig 5C), further demonstrating the development of acute
endothelial dysfunction during cold storage. This pathological phenomenon was

prevented when livers were cold stored in the presence of simvastatin.



Russo L, Gracia-Sancho J, et al Hepatology, in press

Liver microcirculation deterioration and development of endothelial dysfunction
after cold preservation were accompanied by significant reductions in eNOS
expression and activity, and cGMP levels comparing to controls (Fig 6), with no
modification in collagen-I expression (1.00 = 0.16 controls vs. 0.92 = 0.32 cold
stored; NS), a known marker of hepatic stellate cell activation. Simvastatin
addition to the cold storage solution maintained hepatic eNOS expression and
improved eNOS phosphorylation, which was associated with up-regulation of

cGMP levels.

DISCUSSION

The endothelium is the primary target of cold preservation and reperfusion
injuries in liver transplantation. Liver sinusoidal endothelial injury involves cell
activation, apoptosis and detachment, leading to hepatic microcirculatory
dysfunction”?2. Up to now, the reduction in endothelial function and viability
during liver procurement for transplantation has been mostly attributed to the
deleterious effects derived from ischemia?®. However, a recent study from our
group demonstrated that absence of blood flow-derived shear stress stimuli per
se, which occurs during organ procurement for transplantation, negatively
affects the endothelial vasoprotective phenotype inducing acute endothelial
dysfunction®”.

This pioneering study opened the rationale to investigate strategies for organ
preservation based on machine perfusion of kidney or liver
grafts®*%°.Furthermore, it allows studying the molecular mechanisms leading to
increased endothelial sensitivity to injury in the absence of shear stress, with

the aim of discovery druggable targets to prevent endothelial and tissue
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damage during organ procurement. For this purpose, we analyzed the effects of
shear stress interruption and cold storage on the hepatic endothelial phenotype
and function, and developed a pharmacological strategy to maintain endothelial
health in the setting of organ transplantation.

We firstly characterized the hepatic endothelial vasoprotective phenotype
during cold storage, both at tissular and cellular levels, by analyzing the KLF2-
derived protective pathways. Our study demonstrates that during cold storage
conditions, the hepatic endothelial vasoprotective phenotype is rapidly lost.
Indeed, the hepatic expression of KLF2 and its target genes eNOS, TM and
HO-1 is significantly reduced just after 1h or 6h of cold storage. Reduced
expression of KLF2 and its transcriptional target progressively increased
throughout cold storage. Although it is well established that within the liver, as
well as in the vasculature, the expression of KLF2 is mainly
endothelial'?*?” we further characterized the effects of shear stress termination
and cold storage conditions on the vasoprotective phenotype in freshly isolated
hepatic endothelial cells. These in vitro experiments confirmed that once flow
stimulus is terminated, and cells are preserved under cold storage conditions,
hepatic endothelial KLF2-derived vasoprotective pathways are significantly
downregulated.

To wunderstand the pathophysiological consequences of an abnormal
endothelial phenotype occurring during cold storage, we characterized the
hepatic microcirculation status and the hepatic endothelial function during warm
reperfusion. These experiments showed that upon reperfusion, cold stored liver
grafts exhibit much higher hepatic vascular resistance, as comparing to liver

grafts not cold stored. Moreover, these liver grafts exhibit acute endothelial
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dysfunction. These microcirculatory abnormalities were accompanied by
significant hepatic injury, as demonstrated by marked increments in: hepatic
enzymes release, inflammation, apoptosis, oxidative stress, histological injury
and significant reduction in bile production. Our results are in agreement with
previous reports describing increased vascular tone, apoptosis and
inflammation following cold storage and warm reperfusion®?32  further
supporting the concept that both the endothelium and the liver parenchyma are
negatively affected by cold storage and warm reperfusion.

It is well known that successful graft function and patient recovery after
transplantation depends on the degree of organ protection achieved during cold
storage, being the composition of the organ preservation solution crucial to
reach maximum protection®*>*. A variety of studies have evaluated the possible
beneficial effects of new or modified organ preservation solutions on liver
function and viability upon reperfusion®®*>; however none of them focused at
improving endothelial protection during cold storage. In our study, we
addressed this question by analyzing the possible beneficial effects of adding
simvastatin, a drug known for it vasoprotective properties, to a standard solution
for organ preservation.

Statins, or HMG-CoA reductase inhibitors, up-regulate KLF2-derived
transcriptional programs improving endothelial function'*'®?"*¢_ This kind of
drugs have been described as prophylactic agents to treat ischemia-reperfusion
injuries®”. Moreover we recently suggested that simvastatin could be used as a
supplement for organ preservation solutions due to its capability to sustain the
expression of KLF2-derived vasoprotective transcriptional pathways in cold

stored endothelial cells'’. Here we demonstrate that the addition of simvastatin
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to the UWS, a commonly used cold storage solution, maintains KLF2-derived
vasoprotective pathways during short and long periods of cold liver ischemia.
Furthermore, simvastatin addition to UWS dramatically improves the capacity of
this solution to protect liver viability and function during cold storage and to
inhibit the development of hepatic microcirculatory dysfunction and liver injury
upon warm reperfusion. Specifically, liver grafts cold stored in the presence of
simvastatin and afterwards warm reperfused exhibited significantly reduced
hepatic injury, normal hepatic resistance and improved endothelial function as
compared to grafts cold stored without simvastatin in the preservation solution.
Remarkably, the protective effects of simvastatin were observed in liver grafts
cold stored for 16h, a period of time where UWS no longer provides
protection®®*°, thus opening up the possibility to lengthen liver procurement
periods.

Liver function and viability protection conferred by simvastatin, defined as
normalization of liver enzymes release and bile production, can be partly
explained by the prevention of inflammation, apoptosis and oxidative stress, as
demonstrated by their surrogate markers ICAM-1, cleaved caspase-3, and O
These results, which are in accordance with previous reports describing KLF2-

derived anti-inflammatory, anti-apoptotic and antioxidant effects'**°

, suggest
that the beneficial effects of simvastatin on liver function derive from its ability to
maintain KLF2-derived vasoprotective pathways during cold storage.

To understand the molecular mechanisms responsible for the simvastatin-
derived liver microcirculation protection, and considering that statins enhance

endothelial NO production by upregulating eNOS expression and activity*!, and

that NO donors protect livers against I/R injury42, we characterized the NO
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pathway in the liver grafts included in the present study. These experiments
demonstrated that simvastatin addition to cold storage solution leads to an
upregulation of hepatic NO bioavailability, measured as its secondary
messenger camp. The up-regulation in NO levels could derive from increased
eNOS expression and activity, as suggested by increased expression of the
biologically active phosphorylated eNOS together with reduced levels of its
scavenger superoxide (O2)%. All together, these observations suggest that
maintenance of an adequate NO generation may be responsible, at least in
part, for preventing the increase in liver vascular resistance as well as for the
normal endothelial function observed in liver grafts cold stored with simvastatin.
Two important clinical implications derive from the present study. Firstly it has
been recently suggested that improvement in organ function post-
transplantation achieved by machine continuous perfusion preservation may be
partly derived from endothelial protection due to up-regulation of shear stress-
sensitive protective genes*’. The data included in our study demonstrate that
addition of a vasoprotective agent, such as simvastatin, to a liver cold storage
preservation solution represents a much easier and cost-effective alternative to
machine perfusion preservation. Secondly, it is well known that cold storage
and warm reperfusion injuries are especially severe, and are associated with
serious morbidity and mortality, when using expanded criteria donors or
marginal>. The new approach for better preservation of organs for
transplantation described in the present study opens the possibility to improve
the function of liver grafts from marginal donors by using vasoprotective
preservation solutions, which would represent a main step forward to improve

donor pools and overcome current problems of organ shortage.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Simvastatin maintains KLF2 and its vasoprotective target genes
expression in livers during cold storage. (A) KLF2 and (B) eNOS, TM and HO-1
MRNA expression was determined in livers not cold stored or stored for 1h, 6h or 16 h
in University of Wisconsin Solution supplemented with Simvastatin (10uM) or its

vehicle (*p<0.05 vs. no cold storage and simvastatin; n=7 per condition).

Figure 2. Simvastatin induces hepatic endothelial KLF2 and its vasoprotective
target genes expression during cold storage. Top, KLF2, eNOS and TM mRNA
expression was determined in freshly isolated hepatic endothelial cells (HEC)
preserved at 4°C for Oh (no cold storage) or 16h in University of Wisconsin Solution
supplemented with simvastatin (1uM) or its vehicle (*p<0.05 vs. no cold storage and
simvastatin; n=4 per condition). Bottom, KLF2 and its vasoprotective target genes
expression in HEC transfected with specific siRNA against KLF2 or control, and
preserved for 16h in the presence of simvastatin (1uM) (*p<0.05 vs. siRNA control; n=5

per condition).

Figure 3. Simvastatin ameliorates I/R liver injury. Liver grafts not cold stored
(control group) or cold stored for 16h in University of Wisconsin Solution supplemented
with simvastatin (10uM) or with its vehicle were analyzed following warm reperfusion.
Hepatic architecture status was assessed by H&E staining, 20X (top) and 40X (bottom)
maghnifications (A). Hepatic injury was measured by analyzing transaminases (ALT and
AST), lactate dehydrogenase (LDH) levels (B) and bile production (C). (*p<0.05 vs. no

cold storage and simvastatin; n=7 per group).

Figure 4. Simvastatin prevents hepatic I/R injury-derived oxidative stress,

inflammation and cell death. (A) Top, representative confocal microscopy images of
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superoxide (Oy) in situ detection in fresh sections from livers not cold stored (control
group) or cold preserved for 16h in University of Wisconsin Solution supplemented with
simvastatin (10uM) or its vehicle, and afterwards warm reperfused. Bottom, liver
sections described above fluorescence intensity analysis. (*p<0.05 vs. no cold storage
and simvastatin; *p<0.05 vs. vehicle; n=3 per condition). (B) Top, representative
images of cleaved caspase-3 (apoptosis) and ICAM-1 (inflammation) immunoblots of
liver grafts preserved as described above. Bottom, densitometric analysis of depicted
proteins normalised to GAPDH. (*p<0.05 vs. no cold storage and simvastatin; n=7 per

condition).

Figure 5. Simvastatin improves hepatic microcirculation and endothelial
dysfunction in livers cold stored and warm reperfused. (A) Intrahepatic vascular
resistance (IVR) variation observed during warm reperfusion of livers not cold stored
(control group) or livers cold preserved for 16h in University of Wisconsin Solution
supplemented with simvastatin (10uM) or its vehicle (n=7 per group). (B) Endothelial
function evaluation of liver grafts described in A. Top, IVR increment due to portal flow
increments (n=7 per group). (C) Endothelium-dependent relaxation to acetylcholine of
liver grafts preserved as described in A (n=5 per group). (*p<0.05 vs. no cold storage

and simvastatin).

Figure 6. Simvastatin preserves NO bioavailability during liver procurement. (A)
Top, representative eNOS and p-eNOS western blots of liver grafts not cold stored or
cold preserved for 16h in University of Wisconsin Solution supplemented with
simvastatin (10uM) or its vehicle. Bottom, protein densitometric analysis normalised to
GAPDH. (B) cGMP levels determined in livers described in A. (*p<0.05 vs. no cold

storage and simvastatin; *p<0.05 vs. vehicle; n=7 per group).
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El endotelio vascular es un organo esencial implicado en la regulaciéon del tono
vasomotor, la homeostasis vascular y los procesos inflamatorios (167). En un higado
sano, el endotelio sinusoidal juega un papel importante en la regulacion del tono
vascular hepatico liberando sustancias vasoactivas que se difunden a las CHEs
induciendo su contraccion o relajacion, modulando asi el didmetro sinusoidal y el tono
vascular intrahepatico (55, 171).

En patologias vasculares, diferentes estimulos nocivos, como el flujo turbulento, pueden
hacer que el endotelio pierda su funcionalidad. Sin embargo, el flujo laminar confiere a
las CEs fuertes propiedades antitromboticas, antiinflamatorias y vasodilatadoras (167).
Hace algunos afios, se demostrd que este fenotipo vasoprotector depende de la
expresion del factor de transcripcion KLF2 (30). En la vasculatura, KLF2 se expresa
especificamente en el endotelio y su expresion puede ser modulada por patrones de flujo
diferentes. Se ha demostrado, por ejemplo, que las regiones vasculares expuestas a un
shear stress laminar expresan altos niveles de KLF2 y son resistentes a la aterosclerosis,
en cambio las regiones expuestas a un shear stress no laminar no expresan o expresan
menos KLF2 y son mas sensibles a las lesiones ateroscleroticas (29, 172).

En la cirrosis, el endotelio hepatico pierde sus propiedades vasodilatadoras,
antitrombdticas y antiinflamatorias para adquirir un fenotipo vasoconstrictor,
protrombotico y proinflamatorio en el contexto de la disfuncion sinusoidal hepatica (64,
65, 173). De hecho, es notorio que el endotelio de un higado cirrético produce grandes
cantidades de sustancias vasoconstrictoras (por ejemplo el TXA;) (86) y cantidades
reducidas de vasodilatadores (principalmente NO) (64, 65), contribuyendo a aumentar la
resistencia intrahepatica y a agravar el sindrome de hipertension portal. Sin embargo,
los mecanismos moleculares responsables de la transformacion del fenotipo endotelial

durante el desarrollo de la cirrosis estan poco caracterizados (44, 66).
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El endotelio es también el objetivo primario de las lesiones por I/R en situaciones de
trasplante de higado. El dafio endotelial se manifiesta con activacion celular, apoptosis y
separacion de la matriz, lo que lleva a la disfuncion de la microcirculaciéon hepatica
(168, 174). Hasta ahora, la reduccién de la funcién y viabilidad endotelial de los injertos
hepaticos ha sido atribuida principalmente a los efectos nocivos derivados de la
isquemia (175). Sin embargo, un estudio reciente ha demostrado que la ausencia de
flujo sanguineo, que se produce durante la obtencion de drganos para trasplante, afecta
negativamente a la expresion de KLF2 y sus genes dianas vasoprotectores, induciendo
disfuncién endotelial aguda (36). Este estudio pone las bases para estudiar los
mecanismos moleculares que hacen el endotelio mas susceptible al dafio por ausencia de
flujo.

Los trabajos de investigacion de la presente tesis doctoral estan orientados a ampliar el
conocimiento de los mecanismos moleculares responsables de la disfuncion endotelial y
averiguar si la modulacion de la expresion/actividad de KLF2 puede ser beneficiosa en
el tratamiento de la cirrosis y en la preservacion de los injertos hepaticos para trasplante.
En el primer estudio hemos caracterizado la expresion del factor de transcripcion KLF2
y sus principales programas vasoprotectores en tres fases diferentes de la induccion de
la cirrosis experimental.

Por primera vez, hemos demostrado que KLF2 estd muy expresado en los higados
cirroticos y que su expresion se induce en las fases tempranas de la progresion de la
enfermedad. Tras 6 semanas de administracion de CCly, los animales presentaron un
aumento de la expresion hepatica del mRNA de KLF2 y de su proteina comparados con
los animales controles. Caracterizando la hemodindmica sistémica y hepatica de los
animales incluidos en el estudio observamos que aquellos con cirrosis avanzada, que

presentaban altos niveles de KLF2, mostraban un marcado aumento en el flujo de la
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sangre que entra al higado a través de la vena porta, lo que favorece la expresion de los
genes endoteliales inducidos por el shear stress, incluyendo KLF2. Sin embargo, los
animales tratados con CCly durante 6 semanas no mostraban aumento significativo en el
flujo sanguineo portal, lo que sugiere que otros mecanismos, tal vez relacionados con
los cambios en la arquitectura intrahepéatica, los cambios metabolicos, los factores de
circulacion (productos bacterianos, factores de crecimiento, etc) o los procesos de
hipoxia que ocurren durante la progresion de la cirrosis, pueden modificar el fenotipo
endotelial e inducir la expresion de KLF2 (29, 176-178). Falta por discernir los detalles
de estos mecanismos.

Como se ha descrito anteriormente, estudios previos han demostrado que a nivel
vascular KLF2 se expresa especificamente en el endotelio. Sin embargo, poco se sabe
sobre su expresion en un determinado organo. El presente estudio demuestra que la
expresion KLF2 en el higado se localiza en el endotelio y que su expresion responde a
la estimulacion del flujo. De hecho, la induccion de KLF2 por el shear stress es
significativamente mayor en las CEs de higados cirroticos que de controles, lo que
sugiere que el endotelio hepéatico en la cirrosis es capaz de responder a este estimulo
vasoprotector.

Entre otras funciones, el endotelio vascular mantiene la fluidez de la sangre mediante la
produccion de diferentes factores que promueven la fibrinolisis o inhiben la
coagulacion, como la TM. La actividad de KLF2 es necesaria para la regulacion de la
funcidén anticoagulante del endotelio ya que induce la expresion de TM uniéndose a su
promotor (35). En el presente estudio se demuestra que el aumento de la expresion
hepatica de KLF2 se acompaifia de elevados niveles del mensajero y de la proteina de la
TM, lo que sugiere que KLF2 est4 activo y puede inducir el pathway antitrombdtico en

el higado cirrético. Esto puede retrasar o atenuar las oclusiones vasculares y las lesiones
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de extincion parenquimal, que conducen a la progresion morfoldgica de la cirrosis (49,
179). Nuestros hallazgos sugieren que este proceso podria acelerarse si el aumento en la
expresion de KLF2 no fuera presente.

Como se ha descrito anteriormente, el aumento de la resistencia intrahepatica en el
higado cirrético es en parte debido a una menor biodisponibilidad de vasodilatadores,
principalmente NO. Esta insuficiencia en la biodisponibilidad de NO se ha
relacionado con una reduccién de la produccion por parte de la eNOS (64, 65) y con el
aumento de su scavenging por parte del anién superdxido (75). Estudios anteriores han
demostrado que uno de los mas potentes inductores de los genes implicados en la
regulacion del tono vascular es KLF2, que estimula la expresion de eNOS y de CNP
(30). Nuestro grupo y otros han demostrado que en las ratas con cirrosis avanzada la
actividad de la eNOS esta reducida sin que haya diferencias en la expresidon proteica
entre ratas controles y cirrdticas (64, 65, 75, 180). Sin embargo, el presente estudio
afiade nuevos datos sobre la regulacion de la expresion de la eNOS. La aumentada
expresion de KLF2 en la ratas con cirrosis se acompaifia, tanto a las 6 como a las 12
semanas de tratamiento con CCly, de un aumento del mRNA de eNOS, lo que sugiere
que en los higados cirroticos la traduccion puede hallarse desregulada. Del mismo
modo, la expresion hepatica del mRNA de CNP es significativamente inducida durante
el desarrollo de cirrosis, pero no se observan diferencias en la expresion de su proteina.
Ademas, hemos observado que ya en la fase temprana de la cirrosis, las ratas presentan
una marcada disminucion de la fosforilacion de la eNOS hepatica, lo que indica una
reduccion en su actividad enzimatica. Ambos datos coinciden con las observaciones
hemodindmicas: las ratas con cirrosis temprana presentan una presion portal aumentada,
que podrian ser el resultado de los trastornos en la arquitectura hepdtica junto con una

menor produccion hepética de NO por parte de la eNOS.
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Las estatinas (o inhibidores de la HMG-CoA reductasa), conocidos inductores de la
expresion de KLF2 (141, 159), representan uno de los medicamentos mas prometedores
para el tratamiento de la hipertensién portal. De hecho, se ha demostrado que la
administracion de estatinas a animales cirroticos reduce la resistencia intrahepatica y
mejora la hipertension portal, en parte mediante el aumento de la biodisponibilidad de
NO (154, 181). Los efectos beneficios de las estatinas sobre la hipertension portal
también se han validado en humanos (155, 156), aunque los mecanismos moleculares
implicados son desconocidos. En nuestro trabajo demostramos que los animales
cirrdticos tratados con simvastatina presentan elevados niveles hepaticos de KLF2 y sus
genes diana vasoprotectores eNOS y TM. Estos datos sugieren que los efectos
beneficiosos de las estatinas sobre la hemodindmica hepatica en la cirrosis podrian ser,
en parte, mediados por KLF2. Estudios adicionales seran necesarios para validar esta
hipotesis.

El segundo estudio de la presente tesis se centra en la evaluacion de los efectos de la
preservacion en frio de los injertos para trasplante sobre el fenotipo vascular hepatico.
Nuestro estudio demuestra que durante la preservacion de los higados en frio la
expresion hepatica de KLF2 y sus genes diana vasoprotectores eNOS, TM y HO-1 se
reduce significativamente ya después de 1 hora y empeora con el tiempo. Ademas,
aunque sea conocido que en el higado la expresion de KLF2 es principalmente
endotelial (182), hemos caracterizado los efectos del cese de flujo y de las condiciones
de preservacion en frio en cultivos primarios de CEs hepéaticas. Estos experimentos in
vitro confirmaron que el pathway vasoprotector dependiente de KLF2 se halla
significativamente reducido en aquellas células preservadas en frio.

Para entender las consecuencias fisiopatologicas de los cambios observados durante la

preservacion en frio, hemos caracterizado el estado de la microcirculaciéon y de la

99



Discusidn

funcion endotelial hepatica tras reperfusion en caliente. Los higados preservados en frio
presentaron mayor resistencia vascular intrahepatica en comparacidon con higados no
preservados en frio. Ademas, estos injertos mostraban disfuncién endotelial aguda.
Estas anormalidades en la microcirculacion se acompafiaban de una lesion hepatica
significativa, como demuestran los incrementos marcados en: niveles de transaminasas,
inflamacion, apoptosis, estrés oxidativo, dafio histologico, y una reduccion significativa
en la produccion de bilis. Estos resultados corroboran estudios anteriores que describen,
parcialmente, aumento del tono vascular, apoptosis e inflamacién tras preservacion en
frio y reperfusion caliente (139, 169, 183).

Como se ha descrito en la introduccion, el éxito de un trasplante depende del grado de
proteccion del organo que se consigue durante la preservacion en frio, siendo la
composiciéon de la solucion de preservacion un elemento crucial para alcanzar la
maxima proteccidon (184, 185). Diferentes estudios han evaluado los posibles efectos
beneficiosos de soluciones de preservacion nuevas o modificadas sobre la funcién
hepatica y la viabilidad del injerto (139, 186), sin embargo ninguno de ellos se ha
centrado en mejorar la proteccion endotelial durante la preservacion en frio. En nuestro
estudio, hemos abordado esta cuestion analizando los posibles efectos de la adicion de
simvastatina a la University of Winsconsin Solution (UWS), la solucion mas
comunmente usada para la preservacion de los injertos hepaticos.

En un estudio reciente publicado en Transplantation (36) ya sugerimos que la
simvastatina se podria utilizar como suplemento de las soluciones de preservaciéon de
organos debido a su capacidad de mantener la expresion de KLF2 y sus dianas
vasoprotectoras en CEs humanas preservadas en frio. En el segundo trabajo de esta tesis
doctoral demostramos que la adicién de simvastatina a la UWS mantiene los programas

vasoprotectores de KLF2, tanto en breves como en largos periodos de isquemia fria.
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Ademas, la adicidn de la simvastatina a la UWS mejora considerablemente la capacidad
de esta solucion de proteger la viabilidad hepatica durante la preservacion en frio e
inhibir el desarrollo de la disfuncién de la microcirculacion hepatica tras la reperfusion
en caliente. Especificamente, los injertos hepaticos preservados en frio en presencia de
simvastatina y luego reperfundidos presentaron menor dafio hepatico, valores normales
de resistencia intrahepatica y mejor funcidn endotelial en comparacion con los injertos
preservados en frio sin simvastatina. Sorprendentemente, los efectos protectores de la
simvastatina se observaron en los higados preservados durante 16 horas, un periodo de
tiempo en el que la UWS ya no proporciona proteccion (187, 188), abriendo asi la
posibilidad de ampliar los periodos de preservacion para trasplante hepatico.

La proteccidon de la funcion y de la viabilidad hepatica conferida por la simvastatina,
que se define con la normalizacidn de los niveles de las transaminasas y la produccién
de bilis, puede explicarse en parte por la prevencion de la inflamacion, la apoptosis y el
estrés oxidativo, demostrado por sus marcadores ICAM-1, cleaved caspasa-3 y anién
superoxido. Estos resultados, de acuerdo con estudios anteriores que describen los
efectos antiinflamatorios, antiapoptoticos y antioxidantes derivados de KLF2 (30, 189),
sugieren que los efectos beneficiosos de la simvastatina sobre la funcién hepatica
dependen de su capacidad de mantener los programas vasoprotectores de KLF2 durante
la preservacion en frio.

Para comprender los mecanismos moleculares responsables de la proteccién de la
microcirculacion hepatica debida a la simvastatina, y teniendo en cuenta que las
estatinas mejoran la produccion endotelial de NO induciendo la expresion y la actividad
de la eNOS (190), y que los donadores de NO protegen el higado contra la lesiéon por
I/R (138), hemos caracterizado la via del NO en los injertos hepaticos incluidos en el

presente estudio. Estos experimentos demostraron que la adiciéon de simvastatina a la
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solucion de preservacidn da lugar a un aumento de la biodisponibilidad del NO (medido
por produccién de su segundo mensajero cGMP). El aumento de los niveles de NO
podria derivar de una mayor expresion y actividad de eNOS, sugerido por el aumento de
expresion de la eNOS fosforilada, junto con la reduccion de los niveles de su scavenger,
el radical O,". En conjunto, estas observaciones sugieren que el mantenimiento de
adecuados niveles de NO puede ser responsable, al menos en parte, de los efectos
beneficiosos sobre la funcidon endotelial y la resistencia intrahepatica observados en los
injertos hepaticos preservados con simvastatina.

Un aspecto importante que conviene destacar de este estudio es el gran potencial
terapéutico de la simvastatina como protector de endotelio durante la isquemia fria. La
adicion de este farmaco en las soluciones de preservacion de drgano representaria una
alternativa sencilla y econdmica a la preservacion con perfusion continua (machine
perfusion) y hasta podria mejorar la viabilidad de los higados marginales, aliviando asi

la problematica de la escasez de 6rganos disponibles para trasplante.
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Conclusiones

Los resultados presentados en esta tesis doctoral indican que:

- Laexpresion de KLF2 en las CEs hepaticas depende del shear stress.

- Los higados cirroticos presentan una aumentada expresion génica y proteica de
KLF2, de los mRNA de sus genes diana vasoprotectores eNOS, TM, CNP y de
la proteina TM.

- El aumento de la expresion de KLF2 podria representar un mecanismo
compensador para mejorar los desdérdenes vasculares caracteristicos de los
higados cirréticos.

- La simvastatina aumenta la expresion hepatica de KLF2 y de sus programas

vasoprotectores en ratas cirrdticas con hipertension portal.

- Las CEs hepaticas incubadas en condiciones de preservacion en frio para
trasplante presentan una reduccion de la expresion de KLF2 y de sus programas
vasoprotectores.

- Los higados preservados en frio muestran un descenso tiempo-dependiente de
KLF2 y sus genes diana vasoprotectores eNOS, TM y HO-1. Tras la reperfusion,
estos higados preservados en condiciones de trasplante presentan dafio hepatico,
resistencia vascular aumentada y disfuncion endotelial.

- La adicién de simvastatina a la solucidn de preservacion mantiene los programas
vasoprotectores dependientes de KLF2, previene el dafio hepatico, la
inflamacion y el estrés oxidativo y mejora la disfunciéon endotelial tras la

reperfusion.
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- El mantenimiento de adecuados niveles de NO puede ser responsable, al menos
en parte, de los efectos beneficiosos sobre la funcion endotelial y la resistencia

intrahepatica observados en los injertos hepéticos preservados con simvastatina.

Globalmente, se puede concluir que el factor de transcripcion KLF2 contribuye de
forma significativa al mantenimiento de la funcion endotelial hepatica. La modulacién
farmacologica de su expresion puede ser beneficiosa tanto en el tratamiento de la

hipertension portal como en la preservacion de injertos hepaticos para trasplante.
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